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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Transportprozesse an biologische Membranen
Lebende Zellen sind von einer Membran umgeben, die die Zelle von ihrer Umwelt ab-
trennt. Diese aus einer Doppelschicht von Lipiden, amphipathischen Molek¨ ulen, beste-
hende Membran ist praktisch impermeabel f¨ ur Ionen und polare Molek¨ ule. Um dennoch
einen Austausch an Information, Energie und Stoﬀen mit der Umwelt zu erm¨ oglichen,
sind in die Membran Proteine ein- bzw. angelagert.
Die f¨ ur den Stoﬀtransport zust¨ andigen Proteine werden dabei in drei wichtige Grup-
pen eingeteilt: Zu den passiven Transportproteinen z¨ ahlen die Ionenkan¨ ale. Durch die
Ionenkan¨ ale, die spannungsabh¨ angig oder Liganden-gesteuert durchl¨ assig f¨ ur bestimmte
Ionen werden k¨ onnen, erfolgt ein vektorieller Transport entsprechend dem elektrochemi-
schen Gradienten. Die prim¨ ar aktiven Transportproteine, auch Pumpen genannt, k¨ onnen
gegen den elektrochemischen Gradienten Ionen oder Molek¨ ule transportieren. Hierzu ver-
brauchen sie Energie in Form von ATP. Diese molekularen Pumpen erhalten letztend-
lich den elektrochemischen Gradienten aufrecht, den die Zelle zum Leben ben¨ otigt. So
sorgt z.B. die Na+/K+-ATPase f¨ ur eine h¨ ohere extrazellul¨ are Na+-Konzentration und ei-
ne h¨ ohere intrazellul¨ are K+-Konzentration. Der dadurch aufrechterhaltene Na+-Gradient
dient dann f¨ ur viele sekund¨ ar aktive Transportproteine als treibende Kraft, Substrate ge-
gen ein Konzentrationsgef¨ alle transportieren zu k¨ onnen. Bei den sekund¨ ar aktiven Trans-
portern unterscheidet man Cotransporter und Austauscher. Cotransporter, wie z.B. der
Na+-Glukose-Cotransporter, transportieren das Substrat zusammen mit den Na+-Ionen
l¨ angs des Na+-Gradienten in die Zelle, w¨ ahrend Austauscher, wie z.B. der Na+-Ca2+-Aus-
tauscher, das Substrat unter Ausnutzung des Na+-Gradienten entgegengesetzt zu den
Na+-Ionen aus der Zelle heraus bzw. hinein transportieren.
1.1.1 Die Bedeutung von Calcium f¨ ur die Zelle
Calcium ist noch vor cAMP der h¨ auﬁgste intrazellul¨ are Mediator (Alberts et al., 1997).
Intrazellul¨ ares Ca2+ bindet z.B. an Ca2+-bindende Proteine wie Calmodulin, die wichtige
Ca2+-regulierte Prozesse in der Zelle vermitteln. Daneben kann das intrazellul¨ are freie
Ca2+ auch direkt Ca2+-abh¨ angige Proteine aktivieren.2 Einleitung
Die intrazellul¨ are freie Ca2+-Konzentration ist im Vergleich zur Konzentration anderer
Ionen relativ niedrig: Im Ruhezustand der Zelle ist sie intrazellul¨ ar ≤ 100 nM, extrazellul¨ ar
dagegen ≈ 1 mM und damit etwa 10000mal h¨ oher als intrazellul¨ ar. Allerdings liegt die
totale intrazellul¨ are Ca2+-Konzentration deutlich h¨ oher (ca. 2 mM), da der Großteil des
Calciums nicht als freies Ca2+ im Cytosol vorliegt. So dient z.B. das endoplasmatischen
Retikulum (ER) als wichtiger intrazellul¨ arer Ca2+-Speicher (Campbell, 1983).
Durch den Einstrom von Calcium in das Cytosol kann es zu einer drastischen Erh¨ ohung
der lokalen Ca2+-Konzentration kommen, die zu einer Aktivierung Ca2+-abh¨ angiger Pro-
teine in der Zelle f¨ uhrt. Es gibt dabei zwei wichtige Ca2+-abh¨ angige Signalwege: Zum einen
kann eine Depolarisation der Zellmembran zum ¨ Oﬀnen spannungsabh¨ angiger Ca2+-Kan¨ ale
f¨ uhren, so dass Ca2+ in die Zelle einstr¨ omt (sogenannter kapazitiver Ca2+-Einstrom). Zum
anderen k¨ onnen extrazellul¨ are Signalmolek¨ ule an G-Protein-gekoppelte Oberﬂ¨ achenrezep-
toren binden, die wiederum eine Hydrolyse von Phosphatidylinositol-Biphosphat (PIP2)
zu Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) vermitteln. Das IP3 wiederum bindet an ryanodinische
Rezeptoren am ER, so dass Ca2+ aus dem ER ¨ uber Ca2+-Kan¨ ale in das Cytosol str¨ omt
und zu einer weiteren lokalen Erh¨ ohung der Ca2+-Konzentration f¨ uhrt (sogenannter store-
operated Ca2+-Einstrom, Berrigde, 1995, Parekh und Penner, 1997).
Ebenso wie das ER dient auch das sarkoplasmatische Retikulum (SR) als intrazel-
lul¨ arer Ca2+-Speicher. Eine Depolarisation der Plasmamembran f¨ uhrt ¨ uber T-Tubuli zu
einer Ca2+-Aussch¨ uttung ¨ uber Ca2+-Kan¨ ale aus dem SR . Dieser erh¨ ohte Ca2+-Spiegel
kann wiederum zum Binden von Ca2+ an Ryanodin-Rezeptoren am SR f¨ uhren. Als Folge
dessen werden weitere Ca2+-Kan¨ ale ge¨ oﬀnet. Ein solcher positiver R¨ uckkopplungseﬀekt
ﬁndet sich auch im ER. Dieser Signalweg spielt z.B. eine wichtige Rolle in Muskelzellen,
da das aus dem SR freigesetzte Ca2+ an ein Troponin-Protein bindet, welches dann die
Muskelkontraktion vermittelt (Alberts et al., 1997).
Durch die oben beschriebenen Wege steigt die freie intrazellul¨ are Ca2+-Konzentration
auf mehrere Mikromol/l an. Eine Ca2+-Konzentration von mehr als 10 µM ist allerdings
auf Dauer f¨ ur die Zelle sch¨ adlich, so dass das in das Cytosol eingestr¨ omte Ca2+ wieder ent-
fernt werden muss. Hierf¨ ur dient zum einen die Ca2+-ATPase in der Plasmamembran und
der Membran des ER und SR. Zum anderen spielt besonders in Muskel- und Nervenzellen
der Na+-Ca2+-Austauscher in der Plasmamembran eine wichtige Rolle zur Extrusion in-
trazellul¨ aren Calciums. Bei sehr hohen intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationen wird zudem
Ca2+ ¨ uber eine Ca2+-Pumpe in die Mitochondrien transportiert (Egger und Niggli, 1999,
Blaustein und Lederer, 1999).
Weitergehende Details sind in zahlreichen ¨ Ubersichtsarbeiten und B¨ uchern zu ﬁn-
den (Campbell, 1983, Clapham, 1995, Berridge, 1995, Parekh und Penner, 1997, Putney,
2000).
1.2 Der Ca2+-aktivierte Chloridkanal
Bei dem Ca2+-aktivierten Chloridkanal handelt sich um einen durch intrazellul¨ ares Cal-
cium gesteuerten Anionenkanal, der eine hohe Permeabilit¨ at f¨ ur Chlorid besitzt. Da die
normale intrazellul¨ are Ca2+-Konzentration von ≤ 100 nM f¨ ur eine Aktivierung des Chlo-1.2. Der Ca2+-aktivierte Chloridkanal 3
ridkanals nicht ausreicht, f¨ uhrt erst ein Ansteigen der intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration
zum ¨ Oﬀnen des Kanals. Der Ca2+-Konzentrationsanstieg erfolgt dabei entweder ¨ uber
einen kapazitiven Ca2+-Einstrom ¨ uber Ca2+-Kan¨ ale in der Plasmamembran oder ¨ uber eine
Aussch¨ uttung von Ca2+ aus den intrazellul¨ aren Ca2+-Speicher ¨ uber den IP3-Weg (Parekh
und Penner, 1997) .
Durch intrazellul¨ ares Calcium aktivierte Chloridkan¨ ale wurden erstmals von Bader
et al. (1982) in Sehst¨ abchenzellen der Salamanderretina beschrieben. Mittlerweile wur-
den sie in zahlreichen Gewebetypen gefunden, wo sie wichtige Rollen bei den zellul¨ aren
Funktionen ¨ ubernehmen.
In Herzmuskelzellen sind Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale z.B. an der Repolarisation
des Aktionspotentials im Exzitations-Kontraktionszyklus beteiligt (Zygmunt, 1994); in
Nervenzellen modulieren sie die neuronale Erregbarkeit (Currie et al., 1995, De Castro
et al., 1997). In Zellen der glatten Muskulatur sind Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale f¨ ur
spontane, transiente Einw¨ artsstr¨ ome, die sogenannten STICs (spontaneous transient in-
ward currents), verantwortlich, die durch spontane Aussch¨ uttung von Ca2+ aus intra-
zellul¨ aren Ca2+-Speichern ausgel¨ ost werden und zu einer Depolarisation der Membran
f¨ uhren (Hogg et al., 1993, Janssen und Sims, 1994). Diese STICs sind dabei meist zeit-
lich mit transienten Ausw¨ artsstr¨ omen, den sogenannten STOCs (spontaneous transient
outward currents), gekoppelt. Die STOCs werden durch Ca2+-aktivierte Kaliumkan¨ ale
hervorgerufen, die im Gegensatz zu den STICs zu einer Hyperpolarisation der Membran
f¨ uhren. Daneben wurden Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale insbesondere in sekretorischen
Zelltypen wie Tr¨ anendr¨ usen (Marty et al., 1984, Evans und Marty, 1986), Darmepithel-
zellen (Cliﬀ und Frizzell, 1990, Morris und Frizzell, 1993) und Speicheldr¨ usen (Arreola et
al., 1996) gefunden, wo sie an der Chlorid-Sekretion beteiligt sind. (F¨ ur eine ¨ Ubersicht
siehe Kidd und Thorn, 2000).
Die Plasmamembran der Xenopus Oozyte enth¨ alt ebenfalls einen Ca2+-aktivierten
Chloridkanal (Barish, 1983, Miledi und Parker, 1984). In der Oozyte spielen die Ca2+-
aktivierten Chloridkan¨ ale eine wichtige Rolle bei der Ausbildung des Fertilisationspo-
tentials (Young et al., 1984). Durch eine Depolarisation der Eizellenmembran wird ei-
ne Polyspermie verhindert (Jaﬀe und Cross, 1986). Die Depolarisation wird durch eine
erh¨ ohte Chloridpermeabilit¨ at hervorgerufen und kann bis zu 20 Minuten andauern (Jaﬀe
et al., 1985). Der genaue Vorgang, der zur Ausbildung dieses Fertilisationspotentials f¨ uhrt,
ist noch ungekl¨ art. Vermutlich werden bei der Verschmelzung des Spermiums mit der
Eizellenmembran G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert, die ¨ uber den IP3-Weg zur
Aussch¨ uttung von Calcium aus den internen Ca2+-Speichern f¨ uhren (Kline et al., 1988).
Insbesondere die Beteiligung einer Hyaluronaseaktivit¨ at bei der Verschmelzung des Sper-
miums mit der Eizellenmembran wird in diesem Zusammenhang diskutiert, da gezeigt wer-
den konnte, dass Hyaluranon die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale aktiviert (Fraser, 1997).
Die Ausbreitung einer Calcium-Welle nach dem Eindringen eines Spermiuns in eine Xe-
nopus Eizelle konnte mit Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoﬀen und der konfokalen Mi-
kroskopie tats¨ achlich beobachtet werden (Fontanilla und Nuccitelli, 1998).
Trotz der großen Gewebediversit¨ at, in denen Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale gefunden
wurden, ¨ ahneln sie sich oftmals stark in ihren Eigenschaften.4 Einleitung
1.2.1 Eigenschaften der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale
Elektrophysiologische Charakterisierung
Beinahe allen bekannten Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen ist eine sehr hohe Ca2+-Aﬃnit¨ at
gemein. Der KD-Wert f¨ ur Ca2+ liegt meist unter 1 µM: F¨ ur die Ca2+-aktivierten Chlorid-
kan¨ ale der Xenopus Oozyte haben Qu und Hartzell (2000) einen KD von 280 nM bei 0 mV
bestimmt. In der gleichen Gr¨ oßenordnung liegen z.B. die KD-Werte f¨ ur Ca2+ der Ca2+-
aktivierten Chloridkan¨ ale aus Leberzellen (Koumi et al., 1994), Ohrspeicheldr¨ usen (Arreo-
la et al., 1996) und Pankreaszellen (Kidd und Thorn, 2001). Die Ca2+-Aﬃnit¨ at zeigt dabei
eine starke Spannungsabh¨ angigkeit: Bei +150 mV betr¨ agt der KD-Wert f¨ ur Ca2+ 100 nM,
bei –100 mV 450 nM (Werte f¨ ur Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale in Xenopus Oozyten, Qu
und Hartzell, 2000). ¨ Ahnliche Spannungsabh¨ angigkeiten des KD-Wertes wurden auch in
anderen Geweben gefunden (Arreola et al., 1996). Diese zunehmende Ca2+-Aﬃnit¨ at bei
Depolarisation f¨ uhrt zu einer Ausw¨ artsgleichrichtung des Stromsignals, die bei subs¨ atti-
genden Ca2+-Konzentrationen dementsprechend am deutlichsten ausf¨ allt.
Die Ca2+-Abh¨ angigkeit l¨ asst sich nicht mit einer einfachen Michaelis-Menten-Funktion
(Hill-Koeﬃzient=1) anpassen. Der Hill-Koeﬃzient wurde von Kuruma und Hartzell (2000)
zu n=3.2 (bei –120 mV) bzw. n=2.5 (bei +120 mV) bestimmt und ist damit nur sehr
schwach spannungsabh¨ angig (Werte f¨ ur Xenopus-CLCA). Im Gegensatz dazu haben Ar-
reola et al. (1996) f¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale in Ohrspeicheldr¨ usen einen
st¨ arker spannungsabh¨ angigen Hillkoeﬃzienten gefunden: n=1.2 bei -66 mV bzw. n=2.7
bei +74 mV.
Bei der Einzelkanalleitf¨ ahigkeit gibt es Abweichungen zwischen den verschiedenen Ge-
webetypen. W¨ ahrend f¨ ur den CLCA der Xenopus Oozyte eine Einzelkanalleitf¨ ahigkeit
von 3 pS bestimmt wurde (Takahashi et al., 1987), reichen die Werte in anderen Zell-
typen von 1–2 pS (Tr¨ anendr¨ usen, Marty et al., 1984 und Muskelzellen, Van Renterghem
und Lazdunski, 1993), ¨ uber 7.4 pS (Leberzellen, Koumi et al., 1994) bis 13–16 pS (HT-29-
Zellen, Morris und Frizzell, 1993). Takahashi et al. (1987) haben f¨ ur den Ca2+-aktivierten
Chloridkanal der Oozyte eine mittlere Oﬀenzeit von ≈100 ms gemessen, allerdings ﬂi-
ckert der Kanal mit hoher Frequenz (Qu und Hartzell, 2000), was auf das Auftreten von
sogenannten Bursts hindeutet.
Bei der Mehrzahl der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale wurde eine langsame Aktivierung
(τakt. bis einige 100 ms) bei einer Depolarisation des Membranpotentials beobachtet. Diese
langsame Aktivierung ist Ca2+-abh¨ angig: je h¨ oher die Ca2+-Konzentration, desto schneller
erfolgt die Aktivierung.
Die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale der Xenopus Oozyte weisen bei Ganzzellmessungen
ein besonderes kinetisches Verhalten auf. Bei Aktivierung der Ca2+-aktivierten Chlorid-
kan¨ ale ¨ uber eine Permeabilisierung der Membran mit dem Ca2+-Ionophor A23187 zeigt
sich eine biphasische Kinetik (Boton et al., 1989): Einem schnell (innerhalb einer Minu-
te) abfallenden transienten Signal folgt ein langsam inaktivierendes Stromsignal. Die-
ses biphasische Verhalten wurde auf zwei verschiedene Chloridkanalpopulationen zur¨ uck-
gef¨ uhrt (Hartzell, 1996, Machaca und Hartzell, 1998). Bei Messungen am isolierten Mem-
branpatch wurden bisher allerdings keine Hinweise auf zwei Kanalpopulationen gefun-1.2. Der Ca2+-aktivierte Chloridkanal 5
den (Gomez-Hernandez et al., 1997, Kuruma und Hartzell, 2000). Diese biphasische Kine-
tik ist daher wahrscheinlich auf komplexe Ca2+-Konzentrationsgradienten zwischen Plas-
mamembran und Cytosol zur¨ uckzuf¨ uhren, wie Messungen mit Ca2+-sensitiven Fluores-
zenzfarbstoﬀen gezeigt haben (Machaca und Hartzell, 1999).
Selektivit¨ at der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale
Der Ca2+-aktivierte Chloridkanal ist nicht nur f¨ ur Chlorid permeabel, sondern auch f¨ ur
eine Vielzahl weiterer Anionen. Qu und Hartzell (2000) haben ausf¨ uhrlich die Permea-
bilit¨ at des endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkanals in der Xenopus Oozyte f¨ ur andere
Anionen neben Chlorid untersucht. Dabei haben sie folgende relative (bezogen auf Chlo-
rid) Permeabilit¨ atssequenz gefunden: C(CN)
−
3 > SCN− > N(CN)
−
2 > ClO
−
4 > I− >
NO
−
3 > Br− > Cl− > COOH (Formiat) > HCO
−
3 > Acetat = F− > Gluconat. Diese
Permeabilit¨ atssequenz wurde auch f¨ ur Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale aus Tr¨ anendr¨ usezel-
len gefunden (Evans und Marty, 1986), w¨ ahrend sich f¨ ur Speicherdr¨ usenzellen des Schafes
eine leicht ver¨ anderte Reihenfolge ergab (Ishikawa und Cook, 1993).
F¨ ur die relativen Leitf¨ ahigkeiten ergab sich eine abweichende Reihenfolge, so dass Qu
und Hartzell aus dem Verh¨ altnis der relativen Permeabilit¨ aten zu den relativen Leitf¨ ahig-
keiten eine relative Aﬃnit¨ atssequenz der Kanalpore f¨ ur das permeierende Anion aufge-
stellt haben: C(CN)
−
3 > SCN− =C l O
−
4 > N(CN)
−
2 > F− > I− > NO
−
3 > Br− > HCO
−
3 >
Cl− > Gluconat > COOH (Formiat) > Acetat. Diese relativen Aﬃnit¨ aten deuten auf
eine Bindung des Anions an eine Bindungsstelle in der Kanalpore hin.
Neben der Anionenpermeabilit¨ at haben Qu und Hartzell auch eine schwache Permea-
bilit¨ at f¨ ur Na+-Ionen gefunden (PNa/PCl =0 .1). Die Kanalpore ist demnach auch f¨ ur
Kationen durchl¨ assig.
Pharmakologische Eigenschaften
Die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale werden von typischen Chloridkanalblockern gehemmt.
Blocker, die speziﬁsch nur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale hemmen, sind bisher nicht
bekannt. Potente Blocker sind Niﬂumic acid (NFA) und Flufenamic acid (FFA) mit einem
Ki von 17 bzw. 28 µMf ¨ ur die CLCA in Xenopus Oozyten (White und Aylwin, 1990). Der
Block durch NFA und FFA ist reversibel und spannungsunabh¨ angig (White und Aylwin,
1990).
NPPB (5-Nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoat) ist ebenfalls ein potenter Blocker
mit einem Ki von ca. 50 µM (Wu und Hamill, 1992). Der NPPB-Block ist spannungs-
abh¨ angig, was darauf hindeutet, dass das negativ geladene NPPB in der oﬀenen Kanalpore
innerhalb der Membran hemmt (Wu und Hamill, 1992). Ein solcher spannunsabh¨ angiger
Block wurde ebenfalls f¨ ur Anthracene-9-carboxylic acid (A9C), Diphenylamin-2-carboxylic
acid (DPC) und 4,4 -diisothiocyanostilbene-2,2 -disulfonic acid (DIDS) gefunden (Qu und
Hartzell, 2001). Ein spannungsabh¨ angiger Block der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale durch
DIDS, A9C, NPPB, DPC und IAA-94 wurde auch f¨ ur Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale in
Acinarzellen der Unterkieferdr¨ usen der Ratte gefunden (Ishikawa, 1996).6 Einleitung
Glibenclamid, ein CFTR-Chloridkanalblocker, zeigte dagegen keine hemmende Wir-
kung auf die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale (Ishikawa, 1996). Ein schwach spannungs-
abh¨ angiger Block zeigte sich bei extrazellul¨ arer Applizierung von Furosemid (Ki =1m M
bei +20 mV) auf die Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale der Tr¨ anendr¨ usenzellen der Rat-
te (Evans et al., 1986).
Regulation der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale
Eine Regulation der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale erfolgt ¨ uber zahlreiche zellul¨ are Fak-
toren.
Eine wichtige Rolle bei der oftmals beobachteten Inaktivierung der Ca2+-aktivierten
Chloridkan¨ ale spielt die Phosphokinase C (PKC), die den kapazitiven Ca2+-Einstrom re-
guliert (Petersen und Berridge, 1994). Boton et al. (1990) konnten durch Applizierung
des PKC-Inhibitors H-7 die Inaktivierung der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale in in Xe-
nopus Oozyten aufheben. Ebenso beeinﬂusst die Ca2+/Calmodulin-abh¨ angige Kinase II
(CaM KII) die Aktivit¨ at der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale (Chan et al., 1994, Wang
und Kotlikoﬀ, 1997, Chan et al., 2000, Kidd und Thorn, 2000).
Die intrazellul¨ are Applizierung von ATP f¨ uhrt zu einer vierfachen h¨ oheren Aktivie-
rung der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale am excised-Makropatch von Xenopus Oozy-
ten (Hilgemann, 1997). Dabei f¨ uhrte auch die Verwendung nicht hydrolysierbarer ATP-
Analoga (z.B. AMP-PNP, ATP-γS) zu einer Stimulierung der Kan¨ ale (Ishikawa, 1996,
Hilgemann, 1997), so dass eine direkte Phosphorylierung des Kanal wahrscheinlich nicht
stattﬁndet. Diese ATP-Stimulation ist eventuell nur auf das Binden von Metallionen wie
Aluminium, die als Verunreinigungen in den L¨ osungen vorkommen, zur¨ uckzuf¨ uhren (Hil-
gemann, 1997).
Desweiteren f¨ uhrt ein niedriger pH-Wert (<pH 7) zu einer Inhibierung der Ca2+-
aktivierten Chloridkan¨ ale (Arreola et al., 1995, Kidd und Thorn, 2000). Der genaue Me-
chanismus hierzu ist noch nicht bekannt.
Eine Regulation der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale durch den CFTR-Chloridkanal
(Kunzelmann et al., 1997, Wei et al., 2001) ﬁndet wahrscheinlich nicht statt, sondern ist
vielmehr auf inadequate Messbedingungen zur¨ uckzuf¨ uhren (Nagel et al., 2001).
Das permeierende Anion reguliert ebenfalls den Chloridkanal, indem es vermutlich in
der Kanalpore bindet und so die Aﬃnit¨ at des Kanals f¨ ur Ca2+ beeinﬂusst: Der KD-Wert
f¨ ur Ca2+ liegt f¨ ur Chlorid als permeierendes Anion bei 280 nM (bei 0 mV), f¨ ur SCN−
dagegen bei 130 nM (Qu und Hartzell, 2000). Das Vorhandensein von extrazellul¨ aren
Anionen ist m¨ oglicherweise f¨ ur das Kanal¨ oﬀnen notwendig (Centinaio et al., 1997). Qu
und Hartzell (2000) haben zudem Hinweise gefunden, dass es zwei Bindungsstellen f¨ ur
Anionen in der Pore gibt, so dass sich die gebundenen Anionen m¨ oglicherweise gegenseitig
beeinﬂussen. Allerdings haben sie keinen sicheren Hinweis f¨ ur ein anomales Molenbruch-
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Genfamilie
Mittlerweile wurden acht Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale geklont, die untereinander eine
große ¨ Ahnlichkeit (67-89%) in ihrer Aminos¨ auresequenz aufweisen.
1995 wurde der bCLCA1, ein epithelialer Chloridkanal aus der Rinderluftr¨ ohre, von
Cunningham et al. kloniert (Cunningham et al., 1995). Im Vergleich zu den ClC-Chlorid-
kan¨ alen besitzt der bCLCA1 nur 40% Homologie. Lu-ECAM1 (Lung endothelial cell ad-
hesion molecule-1) besitzt 88% Identit¨ at zu bCLCA1 und wurde 1997 von Elble et al.
aus Endothelzellen der Rinderaorta geklont (Elble et al., 1997). mCLCA1 wurde aus dem
Lungengewebe der Maus kloniert (Gandhi et al., 1998). mCLCA2 stammt aus dem Brust-
dr¨ usengewebe der Maus und mCLCA3 (vormals Gob-5) aus Becherzellen des Darmgewe-
bes (Lee et al., 1999, Komiya et al., 1999). Die in humanem Gewebe gefundenen Mitglie-
der der CLCA-Familie, hCLCA1 (Darmepithel), hCLCA2 (Lunge, Luftr¨ ohre und Brust-
dr¨ use) und hCLCA3 (Lunge, Luftr¨ ohre, Milz, Thymus) wurden von Gruber und Mitar-
beitern kloniert (Gruber et al., 1998, Gruber et al., 1999, Gruber und Pauli, 1999).
Die heterolog exprimierten Proteine werden durch typische Chloridkanalblocker wie
DIDS und NFA, aber auch durch DTT, gehemmt. Bei elektrophysiologischen Messun-
gen zeigen die Str¨ ome eine Ausw¨ arts-Gleichrichtung. Es ist allerdings unklar, ob diese
klonierten Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale und die bisher in der Literatur beschriebenen
Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale, insbesondere der endogene CLCA in der Xenopus Oozy-
tenmembran, zur gleichen (Unter-)Familie geh¨ oren. Vermutlich bilden die bisher klonier-
ten CLCA zumindest eine eigene Unterfamilie, da sie sich in ihrem Verhalten z.T. deutlich
von anderen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen unterscheiden (Papassotiriou et al., 2001).
So zeigen die klonierten CLCA z.B. keine langsame Aktivierung bei einer Depolarisation
der Membran, ein Verhalten, das bei sehr vielen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen beob-
achtet wurde. Ebenso ist der Block durch DTT sehr untypisch.
1.3 Der Na+-Ca2+-Austauscher
1.3.1 Physiologische Bedeutung des Na+-Ca2+-Austauschers
Der Na+-Ca2+-Austauscher ist ein sekund¨ ar aktiver Transporter, der Ca2+ unter Ausnut-
zung des Na+-Gradienten aus der Zelle heraus bzw. in die Zelle hinein transportiert. Die
Transportrichtung h¨ angt vom elektrochemischen Potential ab. Im Gegensatz zu Cotrans-
portern wird das Ca2+-Ion entgegengesetzt zum Na+-Ion transportiert.
Der Na+-Ca2+-Austauscher spielt neben den Ca2+-selektiven Kan¨ alen und der Ca2+-
ATPase eine wichtige Rolle in der Regulierung des Ca2+-Haushalts der Zelle. Im Vergleich
zur Ca2+-ATPase hat der Na+-Ca2+-Austauscher eine 10fach niedrigere Aﬃnit¨ at, aber eine
10 bis 50fach h¨ ohere Transportrate (Turnover, Blaustein und Lederer, 1999). In der Plas-
mamembran von Herzmuskelzellen kommt der Na+-Ca2+-Austauscher in einer Dichte von
250-400 Austauschermolek¨ ule pro µm2 vor. Die Expressionsdichte ist damit 4-6mal nied-
riger als die der Na+-K+-ATPase (Hilgemann et al., 1991, Blaustein und Lederer, 1999).
Durch die hohe Transportrate kann der Na+-Ca2+-Austauscher schnell große Mengen
an Ca2+ aus der Zelle transportieren. Insbesondere beim Exzitations-Kontraktions-Zyklus8 Einleitung
des Herzmuskels spielt der Austauscher eine wichtige Rolle: W¨ ahrend des Exzitations-
Kontraktions-Zyklus kommt es in der Depolarisationsphase zu einem Ca2+-Einstrom ¨ uber
die L-Typ-Ca2+-Kan¨ ale in die Herzzelle. Dieses eingestr¨ omte Ca2+ f¨ uhrt zu einer Aussch¨ ut-
tung von Ca2+ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Cytosol und l¨ ost damit letzt-
endlich die Kontraktion des Muskels aus. Der Na+-Ca2+-Austauscher ist dann, zusammen
mit der Ca2+-ATPase der Plasmamembran und der SR-Ca2+-ATPase, f¨ ur die Extrusion
des zuvor eingestr¨ omten Calciums w¨ ahrend der Repolarisationsphase verantwortlich (ten
Eick et al., 1992, Blaustein und Lederer, 1999, Priori et al., 1999).
Die Bedeutung des Na+-Ca2+-Austauschers spiegelt sich auch in der großen Anzahl an
Publikationen wieder. Eine sehr umfangreiche ¨ Ubersichtsarbeit wurde von Blaustein und
Lederer (1999) ver¨ oﬀentlicht.
Abbildung 1.1: Transportproteine, die am Exzitations-Kontraktions-Zyklus beteiligt sind
INa: schnelle Na+-Kan¨ ale f¨ uhren zur Depolarisation der Zelle; ICa:C a 2+-Kan¨ ale (L-Typ, T-Typ), Ca2+-
Einstrom ¨ uber die L-Typ-Ca2+-Kan¨ ale f¨ uhrt zum Ca2+-induzierten Ca2+-Austrom aus dem Sarkoplas-
matischen Retikulum ¨ uber Ca2+-Kan¨ ale (Irel.(Ca)); IK:K +-Kan¨ ale (einw¨ arts gleichrichtende und span-
nungsabh¨ angige K+-Kan¨ ale) sind f¨ ur die Repolarisation der Zelle verantwortlich; INaCa:N a +-Ca2+-Aus-
tauscher und IP(Ca):C a 2+-ATPase der Sarkolemma bzw. SR-Ca2+-ATPase sind f¨ ur die Extrusion des ein-
gestr¨ omten Ca2+ aus dem Cytosol verantwortlich; INaK:N a +-K+-ATPase: Aufrechterhaltung des Na+-
und K+-Gradienten; Calmodulin, Troponin, Calsequesterin: Ca2+-Speicher der Zelle (ver¨ andert nach
Priori et al., 1999)
1.3.2 Genfamilie
Die bis heute bekannten Na+-Ca2+-Austauscher sind haupts¨ achlich drei Genfamilien zu-
zuordnen: NCX1 (Nicoll et al., 1990), NCX2 (Li et al., 1994) und NCX3 (Nicoll et al.,
1996). Die Gene weisen alle ¨ ahnliche Hydropathizit¨ atsproﬁle auf, so dass Struktur- und
Sequenzidentit¨ at naheliegen. Zudem besitzen sie große funktionelle ¨ Ahnlichkeiten (Linck
et al., 1998). Der NCX1 wird vor allem im Herzen, aber auch im Gehirn, Niere, Lunge,
Pankreas, Milz und Skelettmuskel exprimiert, NCX2 und NCX3 wurden dagegen bisher
nur im Gehirn und Skelettmuskel gefunden (Blaustein und Lederer, 1999).1.3. Der Na+-Ca2+-Austauscher 9
Als wichtiger Schritt in der Na+-Ca2+-Austauscher-Forschung gilt die Klonierung des
NCX1-Austauschergens aus dem Hundeherzen 1990 durch Nicoll et al. (1990). Homologe
NCX1-Gene wurden danach auch aus zahlreichen weiteren S¨ augergeweben kloniert, unter
anderem der humane NCX1 (Komuro et al., 1992) und der Meerschweinchen-NCX1 (Tsu-
ruya et al., 1994). Daneben wurden weitere Na+-Ca2+-Austauscher aus nicht-S¨ augergewe-
ben kloniert, die dennoch eine große ¨ Ahnlichkeit aufweisen, unter anderem der Xenopus-
fNCX1b (Iwata et al., 1996), der Drosophila-NCX (Dmel/Nck) (Ruknudin et al., 1997),
der Tintenﬁsch-NCX-SQ1 (He et al., 1998) und der Forelle-NCX-TR1 (Xue et al., 1999).
Desweiteren wurden bis heute mindestens 32 Spleißvarianten des NCX1-Genprodukts ge-
funden (Kofuji et al., 1994, Schulze et al., 1996, Blaustein und Lederer, 1999).
In den Sehst¨ abchenzellen der Retina wurde ein weiterer Na+-Ca2+-Austauscher ge-
funden, der neben Na+ und Ca2+ auch K+ transportiert und als NCKX bezeichnet
wird (Cervetto et al., 1989, Schnetkamp et al., 1989). Das erste NCKX-Gen wurde 1992
von Reil¨ ander et al. aus der Rinderretina kloniert. Mittlerweile sind weitere Mitglieder
der NCKX-Familie kloniert und exprimiert worden (Tsoi et al., 1998, Cooper et al., 1999,
Kimura et al., 1999, Prinsen et al., 2000).
1.3.3 Eigenschaften des Na+-Ca2+-Austauschers
Transportmodi, St¨ ochiometrie und Aﬃnit¨ at
Unter physiologischen Bedingungen (140 mM Na+ u n d1m MC a 2+ extrazellul¨ ar, 8 mM
Na+ und 1 µMC a 2+ intrazellul¨ ar und bei negativem Membranpotential) ﬁndet ein Aus-
tausch von extrazellul¨ arem Na+ gegen intrazellul¨ ares Ca2+ statt. Der Transport erfolgt
dabei mit einer St¨ ochiometrie von 3 Na+ :1C a 2+ mit dem Na+-Gradienten und dem Mem-
branpotential als treibende Kraft (Pitts, 1979, Reeves und Hale, 1984, Kimura et al., 1986,
Ehara et al., 1989, Crespo et al., 1990). Allerdings wurde in der Vergangenheit ebenfalls
eine 4:1-St¨ ochiometrie diskutiert (Mullins, 1979) und wird auch von Fujioka et al. (2000)
und Dong et al. (2002) nach neueren Messungen des Umkehrpotentials wieder favorisiert.
Desweiteren wird auch eine variable St¨ ochiometrie in Betracht gezogen (Mullins, 1991).
Bei Umkehrung des elektrochemischen Gradienten kann der Na+-Ca2+-Austauscher
auch im sogenannten reversen Modus laufen, bei dem intrazellul¨ ares Na+ gegen extrazel-
lul¨ ares Ca2+ unter Beibehaltung der 3:1-St¨ ochiometrie ausgetauscht wird (Baker et al.,
1969, Reeves und Sutko, 1983). Eine m¨ ogliche physiologische Relevanz des reversen Modus
ist unklar.
Neben dem Heteroaustausch von Na+ gegen Ca2+ konnten bei Tracer-Flux-Messungen
auch Homoaustausch-Transportmodi beobachtet werden, bei denen Ca2+ gegen Ca2+ bzw.
Na+ gegen Na+ ausgetauscht werden (Blaustein und Russell, 1975, Bartschat und Lin-
denmayer, 1980, Slaughter et al., 1983). Da dieser Homoaustausch elektroneutral ist, kann
bei elekrophysiologischen Messungen kein station¨ arer Strom registriert werden.
Die Aﬃnit¨ at des Na+-Ca2+-Austauschers f¨ ur Ca2+ bzw. Na+ h¨ angt von der trans-Kon-
zentration des jeweiligen Gegenions ab: Je h¨ oher die trans-Konzentration des Gegenions
ist, desto niedriger ist die Aﬃnit¨ at des Austauscher f¨ ur Na+ bzw. Ca2+ (Matsuoka und
Hilgemann, 1992). Die von Matsuoka und Hilgemann (1992) und Kappl (1997) bestimm-10 Einleitung
Bindungsstelle Ca2+ Na+
intrazellul¨ ar 6.9 µM 1) 18.6 mM 2)
4.1 µM 3) –
extrazellul¨ ar 320 µM 4) 118 mM 5)
Tabelle 1.1: ApparenteSubstrataﬃnit¨ aten des Na+-Ca2+-Austauschers
Apparente Substrataﬃnit¨ aten des Na+-Ca2+-Austauschers bei einem Membranpotential von 0 mV, Kon-
zentration des Gegenions auf der trans-Seite: 1) 150 mM Na+, 2) 2m MC a 2+, 3) 100 mM Na+,
4) 90 mM Na+, 5) 5m MC a 2+ (nach Matsuoka und Hilgemann (1992) und Kappl (1997))
ten apparenten Aﬃn¨ aten des NCX1 aus dem Meerschweinchenherzen sind in Tabelle 1.1
zusammengefasst. Die apparenten Aﬃnit¨ aten zeigen eine deutliche Asymmetrie des Aus-
tauschers zwischen der extrazellul¨ aren und der zytoplasmatischen Seite.
Transportmodelle
In Abbildung 1.2 sind die beiden diskutierten Transportmechanismen des Na+-Ca2+-Aus-
tauschers dargestellt. Der simultane Austausch (Abb. 1.2A), bei dem die transportier-
ten Ionen von beiden Seiten der Membran an den Austauscher binden und dann gleich-
zeitig ¨ uber die Membran transloziert werden, wurde zun¨ achst von Blaustein und San-
tiago (1977) diskutiert. Hauptargument f¨ ur einen simultanen Austausch war die beob-
achtete Unabh¨ angigkeit des extrazellul¨ aren KM-Wertes f¨ ur Na+ von der internen Ca2+-
Konzentration (Blaustein und Santiago, 1977, Ledvora und Hegyvary, 1983, Li und Kumu-
ra, 1990). Eine solche Abh¨ angigkeit des KM-Wertes von der Konzentration des Gegenions
auf der trans-Seite der Membran wurde aber sp¨ ater von mehreren Gruppen gefunden und
daher ein konsekutiver Austausch vorgeschlagen (Khananshvili, 1990, Hilgemann et al.,
1991, Li und Kimura, 1991, Matsuoka und Hilgemann, 1992). Bei einem solchem konse-
kutiven oder ping-pong Mechanismus bindet zun¨ achst ein Ion an den Austauscher und
wird auf die andere Membranseite transloziert. Nach der Dissoziation des Ions kann nun
das entsprechende Gegenion binden und der Austauscher transportiert es auf die Gegen-
seite der Membran. Die Translokation der Ionen erfolgt hier also nacheinander. Bei einer
Verringerung der Konzentration des Gegenions auf der trans-Seite (ctrans → 0) sollte der
KM,cis-Wert des Ions auf der cis-Seite der Membran verschwinden,w¨ ahrend beim simulta-
nen Austausch der KM,cis-Wert dagegen f¨ ur ctrans → 0 einen konstanten Wert gr¨ oßer null
annehmen sollte (L¨ auger, 1987).
F¨ ur einen konsekutiven Austausch spricht auch das von Niggli und Lederer (1991)
und Kappl und Hartung (1996a, 1996b) beobachtete vorstation¨ are Stromsignal nach einem
Ca2+-Konzentrationssprung durch Photolyse von DM-Nitrophen. Um dieses vorstation¨ are
Signal mit einem simultanen Austausch erkl¨ aren zu k¨ onnen, m¨ usste das Austauschsche-
ma um einen zus¨ atzlichen Membran-querenden Schritt erweitert werden, bei dem der
unbeladene Transporter die Membran ¨ uberquert (Niggli und Lederer, 1991a). Ein solcher
zus¨ atzlicher Schritt wird bei den diskutierten Transportmodellen aber nicht angenommen.
Milanick und Frame (1991) haben ein weiteres m¨ ogliches Reaktionsschema vorgeschla-
gen, das m¨ oglicherweise einige der Kontroversen zwischen dem simultanen und konseku-1.3. Der Na+-Ca2+-Austauscher 11
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Abbildung 1.2: Reaktionsschemata der m¨ oglichen Transportmechanismen
A simultaner Austausch: ein Ion bindet von der cis-Seite der Membran, das Gegenion von der trans-Seite
an den Austauscher. Die Translokation erfolgt dann gleichzeitig.
B konsekutiver Austausch: ein Ion bindet, wird ¨ uber die Membran transloziert und dort abgeben. Das
Gegenion kann nun binden und wird nun seinerseits ¨ uber die Membran transloziert. Der Austauscher
kehrt damit in den Ausgangszustand zur¨ uck.
tiven Austausch l¨ osen k¨ onnte: Danach erfolgt die Translokation zwar konsekutiv, aber
zur Dissoziation des Ca2+-Ions auf der Gegenseite muss zun¨ achst mindestens ein Na+-
Ion binden. In diesem Reaktionsschema gibt es also mindestens einen Zustand, in dem
das Protein sowohl Ca2+ als auch Na+ gleichzeitig gebunden hat. Unklar bleibt hier aber
die Interpretation der Homoaustauschmodi des Austauschers, die f¨ ur ein konsekutives
Reaktionsschema sprechen.
Transportraten und Elektrogenizit¨ at
Im Na+-Ca2+-Austauschmodus wird eine Nettoladung ¨ uber die Membran verschoben. Der
Transport ist damit elektrogen und kann als elektrischer Strom mit elektrophysiologischen
Methoden gemessen werden. Das Transportprotein selbst tr¨ agt wahrscheinlich ca. 2.5
negative Ladungen (Niggli und Lederer, 1991a, Niggli und Lederer, 1991b), so dass bei
einem konsekutiven Transportmodell bei der Ca2+-Translokation 0.5 negative Ladungen
und bei der Na+-Translokation 0.5 positive Ladungen in entgegengesetzter Richtung ¨ uber
die Membran verschoben werden.
Der Anteil der einzelnen Transportschritte an der Ladungsverschiebung ist unklar.
Der Na+-Translokationszweig muss einen Teil der Elektrogenizit¨ at ausmachen (Niggli
und Lederer, 1991, Hilgemann et al., 1991). Da Kappl und Hartung (1996b) auch un-
ter Ca2+-Ca2+-Austauschbedingungen vorstation¨ are Str¨ ome messen konnten, muss der
Ca2+-Translokationzweig ebenfalls elektrogene Schritte enthalten. Hierf¨ ur sprechen auch
Spannungssprungexperimente an isolierten Membranﬂecken unter Ca2+-Ca2+-Austausch-12 Einleitung
bedingungen (Hilgemann, 1996, He et al., 1998).
Insgesamt zeigt der Na+-Ca2+-Austauscher nur eine geringe Spannungsabh¨ angigkeit
(Matsuoka und Hilgemann, 1992). Dies kann ein Hinweis auf das Vorhandensein nicht-
elektrogener, aber ratenlimitierender Schritte sein.
Die maximale Transportrate des Austauschers wird kontrovers diskutiert. Sie reicht
von 100 s−1 (Powell et al., 1993) bis einige 1000 s−1 (Hilgemann et al., 1991, Niggli und Le-
derer, 1991, Hilgemann, 1996, Baazov et al., 1999). Die Na+-Bindung bzw. -Translokation
wird als ratenlimitierend angesehen (Niggli und Lederer, 1991a), w¨ ahrend einzelne Schrit-
te der Ca2+-Translokation sehr schnell ablaufen m¨ ussen, um das vorstation¨ are Stromsignal
nach einem photolytischen Ca2+-Konzentrationssprung erkl¨ aren zu k¨ onnen (Kappl und
Hartung, 1996b).
Selektivit¨ at
Der Na+-Ca2+-Austauscher hat eine relativ hohe Selektivit¨ at f¨ ur Na+,w ¨ ahrend die Se-
lektivit¨ at f¨ ur Ca2+ weniger stark ausgepr¨ agt ist. Einwertige Ionen wie Li+,K + oder Cs+
werden vom Wildtyp-Na+-Ca2+-Austauscher nicht transportiert (Reuter und Seitz, 1968).
Ein Li+-Transport konnte dagegen in einer Mutante des NCX1 beobachtet werden (Iwa-
moto et al., 1999b). Neben Ca2+ werden dagegen auch Ba2+ und Sr2+ transportiert (Blau-
stein und Santiago, 1977, Trosper und Philipson, 1983, Kimura et al., 1987, Trac et al.,
1997, Condrescu et al., 1997). Neuere Untersuchungen zeigten zudem einen Transport von
Ni2+ und Mg2+ (Egger et al., 1999, Tashiro et al., 2000).
Regulation
Der Na+-Ca2+-Austauscher transportiert nicht nur Ca2+ und Na+, sondern wird von die-
sen auch intrazellul¨ ar reguliert. In der Gegenwart von zytoplasmatischen Na+ zeigt der
Austauscher eine deutliche Inaktivierung des Transportstroms (Hilgemann et al., 1992).
Diese Na+-abh¨ angige Inaktivierung kann durch zytoplasmatisches Ca2+ aufgehoben wer-
den. Hilgemann et al. haben eine Halbaktivierungskonzentration von 1 µMC a 2+ gefunden,
w¨ ahrend Miura und Kimura (1989) einen KD-Wert f¨ ur die Aktivierung durch Ca2+ von
22 nM gemessen haben. Die Unterschiede erkl¨ aren sich durch die deutliche pH-Abh¨ angig-
keit der Na+-abh¨ angigen Inaktivierung (Hilgemann et al., 1992): Bei einer Erh¨ ohung des
pH-Wertes von pH 6.8 auf pH 7.8 ¨ anderte sich der KD-Wert f¨ ur zytoplasmatisches Ca2+
(regulatorische Bindungsstelle) zur Aufhebung der Na+-abh¨ angigen Inaktivierung von
∼10 µM auf <0.3 µM. Die regulatorische Ca2+-Bindungsstelle zeigt damit eine deutliche
h¨ ohere Aﬃnit¨ at als die Transportbindungsstelle. Ohne intrazell¨ ares Ca2+ und damit un-
besetzter regulatorischer Ca2+-Bindungsstelle ist der Austauscher inaktiv (DiPolo, 1979):
Die Regulation durch Ca2+ ist also allosterisch (Weber et al., 2001). Durch intrazellul¨ are
Applizierung von Chymotrypsin wird der Austauscher dereguliert, indem die Na+- und
Ca2+-abh¨ angige Regulation aufgehoben wird (siehe hierzu Abschnitt 1.3.4).
Na+-Ionen sind ein Cofaktor f¨ ur die Inhibierung des Austauschers durch intrazellul¨ are
Protonen, indem sie wahrscheinlich die Protonen-Aﬃnit¨ at erh¨ ohen (Doering und Lede-
rer, 1994, Doering et al., 1996). Vermutlich gibt es mehrere Protonenbindungsstellen am1.3. Der Na+-Ca2+-Austauscher 13
Austauscherprotein, da auch der extrazellul¨ are pH-Wert den Austauscher beeinﬂusst. Eg-
ger und Niggli (2000) haben f¨ ur die extrazellul¨ are pH-Abh¨ angigkeit eine glockenf¨ ormige
Kurve mit maximaler Austauscheraktivit¨ at bei pH 7.4 gefunden. Der genaue Mechanis-
mus der pH-Regulierung und der damit verbundenen Beeinﬂussung der Elektrogenizit¨ at
des Austauschers ist noch nicht verstanden. Die starke pH-Abh¨ angigkeit d¨ urfte aber eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie des Herzens spielen (Egger und Niggli, 2000).
Zytoplasmatisches ATP wirkt stimulierend auf den Na+-Ca2+-Austauscher (DiPolo,
1974), indem die Aﬃnit¨ at der regulatorischen Ca2+-Bindungsstelle erh¨ oht und die Inak-
tivierung durch Na+ reduziert wird (DiPolo und Beaug´ e, 1991, Hilgemann et al, 1992,
Collins et al., 1992). Da Protein-Kinase-Inhibitoren und die Verwendung von MgATP-γ-S
die Stimulierung nicht beeinﬂussten, erfolgt wahrscheinlich keine direkte Phosphorylie-
rung des Austauschers (Collins et al., 1992). Stattdessen wird durch ATP die Bildung
von Phosphatidyl-4,5-biphosphat (PIP2) aus Phosphatidylinositol durch Phosphorylie-
rung erh¨ oht. PIP2 wiederum kann die Na+-abh¨ angige Inaktivierung aufheben, indem es
mit der XIP-Region (s.u.) des Austauscher-Proteins wechselwirkt (Hilgemann und Ball,
1996, He et al., 2000).
Ungekl¨ art ist noch der Mechanismus, bei dem nichttransportierte Kationen wie Li+
oder K+ den Austauscher von der trans-Membranseite aus stimulieren und die Span-
nungsabh¨ angigkeit beeinﬂussen k¨ onnen (Blaustein und Santiago, 1977, Gadsby et al.,
1991, Khananshvili et al., 1991, Blaustein und Lederer, 1999).
Inhibitoren
Es existieren zahlreiche Inhibitoren f¨ ur den Na+-Ca2+-Austauscher, die allerdings gr¨ oßten-
teils nicht sehr speziﬁsch sind. Das Fehlen eines speziﬁschen Inhibitors ist oftmals ein
großer Nachteil bei elektrophysiologischen Messungen.
Zu den bekannten Inhibitoren z¨ ahlen zum einen Amilorid-Derivate wie z.B. Benza-
mil und 3,4-Dichlorobenzamil, die mit einem Ki von 100 µMb z w .1 2µM (intrazellul¨ ar)
10 bzw. 100mal potenter den Austauscher hemmen als Amilorid selbst (Kleyman und Cra-
goe, 1988, Slaughter et al., 1988, Kaczorowski et al., 1989). Amilorid und seine Derivate
hemmen allerdings z.B. auch den Na+/H+-Austauscher oder spannungsabh¨ angige Ca2+-
Kan¨ ale, dies sogar zum Teil deutlich potenter als den Na+-Ca2+-Austauscher (Blaustein
und Lederer, 1999).
Zum anderen wird der Austauscher durch antiarhytmische Substanzen wie Quinacri-
ne oder Bepridil gehemmt (Garcia et al., 1988, Blaustein und Lederer, 1999). Der Block
durch Bepridil ist nicht-kompetitiv zu Ca2+, aber kompetitiv zu Na+ mit einem Ki von
30 µM. Bepridil hemmt auch den Ca2+-Ca2+-Austauschmodus.
Ein relativ neuer Inhibitor ist KB-R7943, ein Isothiourea-Derivat (Iwamoto et al.,
1996, Iwamoto und Shigekawa, 1998, Ladilov et al., 1999). KB-R7943 hemmt den reversen
Transportmodus (Ki=1.2–2.4 µMb e iC a 2+-Einw¨ artstransport) deutlich st¨ arker als den
normalen Transportmodus des Austauschers (Ki > 30 µM). Der Block durch KB-R7943
ist nicht-kompetitiv zu Ca2+ und Na+.
Desweiteren wird der Na+-Ca2+-Austauscher durch einige zyklische Peptide (Khanans-
hvili et al., 1995) und durch Antisense-Oligodeoxynucleotide (Lipp et al., 1995) gehemmt.14 Einleitung
Das bekannteste inhibitorische Peptid ist das Exchanger Inhibitory Peptide: XIP (Li et
al., 1991, Matsuoka et al., 1997).
Wichtige Inhibitoren sind zudem inorganische Kationen. Insbesondere mehrwertige
Kationen wie La3+,C d 2+,N i 2+,C o 2+ oder Mn2+ sind potente Blocker (Ki=20–200 µM)
f¨ ur den Na+-Ca2+-Austauscher, die allerdings auch andere Ca2+-Transportproteine hem-
men (Trosper und Philipson, 1983, Kimura et al., 1987, Smith et al., 1987, Iwamoto
und Shigekawa, 1998). Mg2+ ist dagegen nur ein schlechter Inhibitor des Na+-Ca2+-Aus-
tauschers (Ki=12.5 mM, Kimura, 1996). Der Block durch mehrwertige Kationen erfolgt
dabei kompetitiv zu Ca2+. Zum Teil wird auch von einem Transport der inhibitorischen
mehrwertigen Kationen durch den Austauscher berichtet (siehe oben).
1.3.4 Struktur des Na+-Ca2+-Austauschers NCX1
Die cDNA, die den Na+-Ca2+-Austauscher aus dem Herzen kodiert, hat eine Basen-
paarl¨ ange von 2910 Nukleotiden. Das Protein best¨ unde demnach aus 970 Aminos¨ aur-
en mit einem Molekulargewicht von 108 kDa (Nicoll et al., 1990). Allerdings wird ei-
ne Signalsequenz von 32 Aminos¨ auren am aminoterminalen Ende w¨ ahrend der Trans-
lokation abgespalten, so dass das reife Protein ein Molekulargewicht von 105 kDa be-
sitzt (Durkin et al., 1991). Diese Signalsequenz soll die korrekte Orientierung des Proteins
in der Membran w¨ ahrend der Proteintranslokation sicherstellen (Durkin et al., 1991).
In Abbildung 1.3 ist die gegenw¨ artig diskutierte Membrantopologie des Na+-Ca2+-Aus-
tauschers dargestellt, die sich aus Hydropathizit¨ atsproﬁlen und Cystein-Suszeptibilit¨ ats-
Analysen ergeben hat (Iwamoto et al., 1999a, Iwamoto et al., 2000, Qiu et al., 2001). Im
Gegensatz zu fr¨ uheren Topologiemodellen (Nicoll et al., 1990, Nicoll und Philipson, 1991,
Philipson et al., 1996, Nicoll et al., 1996) werden statt 11 nur noch 9 Transmembranseg-
mente postuliert. Das aminoterminale Ende des Proteins mit einer Glykosylierungsstelle
(Hryshko et al., 1993) beﬁndet sich auf der extrazellul¨ aren Membranseite, das carboxy-
terminale Ende auf der intrazellul¨ aren Membranseite.
Die intrazellul¨ are Schleife, die Segment eins und zwei verbindet, ist vermutlich an der
Regulation des Austauschers durch Na+ und Ca2+ beteiligt, da durch eine eine Mutation
des Asparagin 101 zum Cystein die Regulation aufgehoben wird (Doering et al., 1998).
Das cytoplasmatische Ende des Transmembransegments zwei ist zudem wahrscheinlich an
der Na+-Translokation beteiligt: Eine Mutation des Threonin 103 nahe der intrazellul¨ aren
Schleife zwischen Segment eins und zwei zum Valin oder Cystein erh¨ oht die Aﬃnit¨ at des
Austauschers f¨ ur Na+. Außerdem f¨ uhrt diese Mutation zu einem Li+-Transport (Doering
et al., 1998).
Zwischen Transmembransegment zwei und drei beﬁndet sich eine extrazellul¨ ar zug¨ angi-
ge, in die Membran ragende Schleife (sogenannte pore-loop-Struktur). Das Asn-125, das
sich innerhalb dieser Schleife beﬁndet, ist von der intrazellul¨ aren Seite zug¨ angig (Iwamoto
et al., 1999). Diese pore-loop-Struktur spielt m¨ oglicherweise eine wichtige Rolle bei der
Substrat-Bindung und -Translokation. Bei Untersuchungen an Chim¨ aren zwischen NCX-1
und NCX-3 und Mutationen der Aminos¨ auren Asn-125 und Thr-127 haben Iwamoto et al.
(1999a, 1999b) festgestellt, dass diese Region f¨ ur die 10fach h¨ ohere Ni2+-Aﬃnit¨ at des
NCX-1 im Vergleich zum NCX-3 verantwortlich ist. Iwamoto et al. (2000) haben deswei-1.3. Der Na+-Ca2+-Austauscher 15
Abbildung 1.3: Topologie des Na+-Ca2+-Austauscher NCX1
Das aktuell diskutierte Topologiemodell sieht neun Transmembrandom¨ anen (Helices) vor. Es gibt zudem
zwei pore-loop-Strukturen und eine große intrazellul¨ are Schleife. N¨ aheres im Text.
teren festgestellt, dass Mutationen des Aspartat 130 zu einer niedrigeren Ca2+-Aﬃnit¨ at
f¨ uhren. Allerdings halten sie eine direkte Beteiligung des Asp-130 an der Ca2+-Bindung
f¨ ur unwahrscheinlich. Das Asp-130 liegt m¨ oglicherweise nur in der N¨ ahe der eigentlichen
Bindungsstelle bzw. ist an der Bildung des Translokationsweges beteiligt.
Die extrazellul¨ aren Teile der Transmembrandom¨ anen zwei und drei bilden zusammen
mit der pore-loop-Struktur einen sogenannten α-repeat. Dies ist ein hoch konservierter Ab-
schnitt, der in allen bisher gefundenen Na+-Ca2+-Austauscher-Typen anzutreﬀen ist (Ni-
coll et al., 1990, Reilly und Shugrue, 1992, Li et al., 1994).
Zwischen Transmembransegment f¨ unf und sechs beﬁndet sich eine große intrazellul¨ are
Schleife mit ungef¨ ahr 550 Aminos¨ auren, die große Konformations¨ anderungen durchf¨ uhren
kann (Levitsky et al., 1994). Die Aminos¨ auren 371–508 bilden eine regulatorische Ca2+-
Bindungsstelle (Levitsky et al., 1994, Matsuoka et al., 1995). Eine Besonderheit bilden
die Aminos¨ auren 219–238, die eine autoinhibitorische Funktion haben. Ein Peptid mit der-
selben Aminos¨ aurensequenz inhibiert den Austauscher und wird daher als XIP (Exchanger
Inhibitory Peptide) bezeichnet (Li et al., 1991, Matsuoka et al., 1997). In diesem Ami-
nos¨ aurenbereich beﬁndet sich auch die Na+-Bindungsstelle f¨ ur die Na+-abh¨ angige Inakti-
vierung (Hilgemann et al., 1992, Matsuoka et al., 1993) .
Die Regulation durch Ca2+,N a +, Protonen und XIP l¨ aßt sich durch eine Behandlung
des Austauschers mit α-Chymotrypsin oder durch Mutationen auf der intrazellul¨ aren
Schleife aufheben (Hilgemann, 1990, Matsuoka et al., 1993, Matsuoka et al., 1995). Die
Behandlung mit α-Chymotrypsin f¨ uhrt zur Abspaltung der intrazellul¨ aren Schleife. Der
Austauscher bleibt dabei funktionsf¨ ahig. Das heißt, die intrazellul¨ are Schleife ist nicht
essentiell f¨ ur den Transport. Die Regulation des Austauschers durch Regionen auf der
intrazellul¨ aren Schleife erfolgt eventuell durch einen Ball-and-Chain-Mechanismus (Blau-
stein und Lederer, 1999), indem die Schleife mit intrazellul¨ aren Regionen der Transmem-16 Einleitung
bransegmente eins und zwei wechselwirkt (Doering et al., 1998).
Ebenfalls auf der intrazellul¨ aren Schleife zwischen Transmembransegment f¨ unf und
sechs beﬁndet sich eine alternative Spleißstelle, die zu unterschiedlichen Aminos¨ auren-
sequenzen der verschiedenen Na+-Ca2+-Austauscher-Isoformen f¨ uhren kann (Iwata et al.,
1996, Schulze et al., 1996).
Zwischen Transmembransegment sieben und acht beﬁndet sich eine intrazellul¨ ar zug¨ an-
gige pore-loop-Struktur, die zusammen mit dem intrazellul¨ aren Teil des Transmembran-
segments sieben den sogenannten α2-repeat, ein wiederum hochkonservierter Sequenzab-
schnitt, bildet. Im Gegensatz zu fr¨ uheren Topologiemodellen beﬁnden sich demnach die
α-repeats 1 und 2 auf entgegengesetzten Membranseiten. Das Val-820 und Gln-826 sind
vermutlich an der Wechselwirkung des Austauschers mit Ca2+ und Ni2+ bzw. Ni2+ und Li+
beteiligt, wie Studien mit Mutanten gezeigt haben (Iwamoto et al., 1999b). Mutationen
des Asp-829 und Asp-825 auf der pore-loop-Struktur f¨ uhren außerdem zu einer h¨ oheren
Ca2+-Aﬃnit¨ at, so dass diese pore-loop zwischen Transmembransegment sieben und acht
und die pore-loop zwischen Transmembransegment zwei und drei vermutlich interagie-
ren und an der Bildung eines Ionentransportweges beteiligt sind (Iwamoto et al., 1999a,
Iwamoto et al., 1999b, Iwamoto et al., 2000). Qiu et al. (2001) schlagen daher auch ei-
ne dreidimensionale Anordnung der Transmembransegmente vor, in der sich die beiden
pore-loops direkt gegen¨ uber liegen (siehe Abbildung 1.4).
Abbildung 1.4: Dreidimensionale Anordnung
der Transmembransegmente des Na+-Ca2+-
Austauschers
Die pore-loops zwischen Transmembransegment sie-
ben und acht und zwischen Transmembransegment
zwei und drei liegen direkt gegen¨ uber.
(Entnommen aus Qiu et al., 2001.)
1.4 Das Xenopus-Expressionssystem
Der afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis geh¨ ort zur Ordnung Anura (Froschlur-
che), Unterordnung Aglossa, Familie Pipidae. Obwohl er im deutschen Sprachgebrauch
als Frosch, im englischen dagegen als Kr¨ ote (”toad“) bezeichnet wird, grenzt er sich
zoologisch von diesen ab. Namensgebendes Merkmal sind die Krallen an den Zehen der
hinteren Extremit¨ aten. Die nat¨ urliche Heimat ist S¨ udafrika, wo der Krallenfrosch in ste-
henden Gew¨ assern lebt. Da er sehr anspruchslos in Pﬂege und Haltung ist und leicht
nachgez¨ uchtet werden kann, wird Xenopus laevis seit Jahrzehnten als Labortier gehal-
ten. Nachdem er zun¨ achst als Schwangerschaftstestsystem fungierte (subkutane Injektion1.4. Das Xenopus-Expressionssystem 17
von Urin f¨ uhrt zu spontanem Ablaichen bei Vorhandensein des Schwangerschaftshormons
Gonadotropin), ist er heute besonders in der Molekularbiologie beliebt: Die Oozyten
des Krallenfrosches haben sich als leicht zu handhabendes Expressionssystem bew¨ ahrt.
Die heterologe Expression von Fremdproteinen in den Oozyten des Krallenfrosches wur-
de erstmals 1971 beschrieben (Gurdon et al., 1971). 1981 konnte dann gezeigt werden,
dass Fremdproteine auch in der ¨ außeren Plasmamembran der Oozyte exprimiert wer-
den (Sumikawa et al., 1981).
Bis heute konnten neben zahlreichen eukaryotischen ebenso archaebakterielle (Bakte-
riorhodopsin) (Nagel et al., 1995) und pﬂanzliche Membranproteine (Boorer et al., 1992,
Miller und Zhou, 2000) funktionell exprimiert werden. Desweiteren wurde das Xenopus-
Expressionssystem erfolgreich zur sogenannten Expressionsklonierung (”expression clo-
ning“) eingesetzt (Hediger et al., 1987, Romero et al., 1998).
1.4.1 Morphologie der Xenopus-Oozyte
Das reife Ovar des Krallenfrosches enth¨ alt rund 30.000 Oozyten. Die Oozyten weisen
einen unterschiedlichen Reifegrad auf und werden in sechs verschiedene Stadien eingeteilt:
ausgehend vom Stadium I (∅ 50-300 µm, durchsichtig, Zellkern sichtbar, ohne umgebende
Vitellinh¨ ulle) bis zum Stadium VI (∅ 1.2–1.3 mm, dunkel pigmentierter ”Animalpol“,
gelblicher ”Vegetalpol“, beide getrennt durch einen hellen ¨ Aquatorstreifen, umgebende
Vitellinh¨ ulle). Neben der auﬀ¨ alligen Diﬀerenzierung in Animal- und Vegetalpol durch die
Pigmentierung zeigt auch der Rest der Oozyte eine starke Polarisierung: Dotterpartikel,
endogene mRNA, Rezeptoren und Kan¨ ale sowie das Cytoskelett sind asymmetrisch in der
Oozyte verteilt (Soreq und Seidman, 1992). Es wird z.B. eine 10mal h¨ ohere Expression
der endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale im Animalpol im Vergleich zum Vegetalpol
berichtet (Gomez-Hernandez et al., 1997).
1.4.2 Eigenschaften als Expressionssystem
Zur heterologen Expresssion muss entweder RNA oder DNA in die Zelle eingebracht wer-
den. Die DNA muss in den Zellkern injiziert werden, weshalb die RNA-Injektion in das
Cytoplasma oft bevorzugt wird. Die RNA sollte am 3 -Ende polyadenylisiert sein, am
5 -Ende eine sogenannte ”Cap“-Struktur (7-Methylguanosin-Reste) aufweisen und an bei-
den Enden nicht translatierte Regionen (meist vom Xenopus β-Globin-Gen) enthalten,
da dies die Stabilit¨ at und das Expressionsniveau erh¨ oht (Goldin und Sumikawa, 1992,
Swanson und Folander, 1992). Die Translation der endogenen RNA wird durch die inji-
zierte RNA kompetitiv gehemmt. Das Expressionsniveau wird daher im wesentlichen
durch die Translationskapazit¨ at der Oozyte beschr¨ ankt (Taylor et al., 1985). Allerdings
gibt es auch Berichte von einer Stimulierung endogener Membranproteine durch hete-
rolog exprimierte Proteine (Attali et al., 1993, Tzounopoulos et al., 1995). Eine m¨ ogliche
Wechselwirkung des heterolog exprimierten Membranproteins mit endogenen Proteinen
sollte daher in Betracht gezogen werden.
Gegen¨ uber bakteriellen Expressionssystemen bietet das Oozyten-System den Vorteil
der posttranslationalen Modiﬁkation des heterolog-exprimierten Proteins: Als eukaryo-18 Einleitung
tische Zelle ﬁndet in der Oozyte z.B. eine Glykolisierung und Phosphorylisierung des
Proteins statt (Gurdon und Wickens, 1983, Colman, 1984). Die Translation der RNA be-
ginnt sofort nach Injektion und erreicht in der Regel nach zwei bis drei Tagen den H¨ ohe-
punkt. Zur Injektion werden meist Oozyten der Reifestadien V und VI genommen. Eine
heterologe Expression von Fremdproteinen ist aber auch bei Verwendung der fr¨ uheren
Reifestadien II bis III m¨ oglich (Krafte und Lester, 1992).
1.4.3 Passive elektrische Eigenschaften der Oozytenmembran
Die passiven elektrischen Eigenschaften sowie die geringen Leitf¨ ahigkeiten durch endogene
Transportproteine haben die Xenopus-Oozyte zu einem beliebten elektrophysiologischen
Untersuchungssystem werden lassen.
Die Oozyte im Stadium V, die in der Regel f¨ ur elektrophysiologische Messungen be-
vorzugt wird, hat eine typische Membrankapazit¨ at von ca. 230 nF. Durch die starke Ein-
faltung der Membranoberﬂ¨ ache (Bildung von Mikrovilli) ist diese Kapazit¨ at etwa f¨ unfmal
gr¨ oßer als von der Oberﬂ¨ ache einer Kugel gleichen Durchmessers und einer speziﬁschen
Membrankapazit¨ at f¨ ur Lipiddoppelschichten (d=5 nm) von 1 µF/cm2 zu erwarten w¨ are.
Bei Ganzzellmessungen, die eine hohe Zeitauﬂ¨ osung erfordern, werden daher z.T. Oozy-
ten im Reifestadium II und III bevorzugt, die eine deutlich kleinere Membrankapazit¨ at
aufweisen.
Das Ruhepotential der intakten Oozyte liegt um -50 mV (mit z.T. starken Varia-
tionen), bei dem die endogenen Ionenkan¨ ale weitestgehend inaktiv sind. Der elektrische
Widerstand liegt bei 1 bis 3 MΩ.
1.4.4 Endogene Transportproteine in der Oozytenmembran
Die Oozytenmembran weist verschiedene endogene Transportproteine auf, die z.T. in einer
nur sehr geringen Expressionsdichte vorliegen und damit elektrophysiologische Messungen
an heterolog exprimierten Proteinen nicht st¨ oren. Das Expressionsniveau der endogenen
Transportproteine kann auch stark zwischen den verwendeten Oozytenchargen schwanken.
Die wichtigsten endogenen Ionenkan¨ ale sind (Weber, 1999): ein durch Hyperpolari-
sation aktivierter Chloridkanal, ein Volumen-sensitiver Chloridkanal, verschiedene Ka-
liumkan¨ ale, ein durch intrazellul¨ ares Calcium aktivierter Chloridkanal (Barish, 1983),
ein durch Depolarisation aktivierter Natriumkanal (Baud et al., 1982, Rettinger, 1999),
spannungsabh¨ angige Calcium-Kan¨ ale (Dascal et al., 1992), ein mechano-sensitiver Katio-
nenkanal (Methfessel et al., 1986) sowie ein durch extrazellul¨ ares Calcium inaktivierter
Chloridkanal (Reifarth et al., 1997).
Neben den Ionenkan¨ alen enth¨ alt die Oozytenmembran auch zahlreiche prim¨ ar- und se-
kund¨ ar-aktive Transportsysteme. Zu den elektrogenen Pumpen und Transportern geh¨ oren
z.B. die Na+/K+-ATPase und der Na+/Glukose-Kotransporter. Die Existenz eines en-
dogenen Na+-Ca2+-Austauschers wird ebenfalls berichtet (Schlief und Heinemann, 1995),
konnte aber bei eigenen Messungen nicht best¨ atigt werden (siehe hierzu auch Kapitel 4).1.5. Die Patch-Clamp-Technik 19
1.5 Die Patch-Clamp-Technik
Die Patch-Clamp-Technik ist die heute wohl weltweit meistverwendete Messmethode in
der Elektrophysiologie. Mit ihrer Hilfe war es erstmals m¨ oglich, mittels einer Glaselektrode
Str¨ ome einzelner Kan¨ ale mit einer Auﬂ¨ osung von weniger 1 pA in biologischen Membranen
zu registrieren. Die grundlegenden Entwicklungen dieser Messtechnik wurden von Erwin
Neher und Bert Sakmann gemacht (Neher und Sakmann, 1976, Neher et al., 1978). 1980
gelang die entscheidende Verbesserung dieser neuen Messmethode, die den Namen ”extra-
cellular patch clamp“ bekommen hatte (Sigworth und Neher, 1980). Neher und Sakmann
wurden f¨ ur die grundlegenden Entwicklungen 1991 mit dem Nobelpreis f¨ ur Physiologie
und Medizin ausgezeichnet.
1.5.1 Grundlagen der Patch-Clamp-Technik
Grundlage der Patch-Clamp-Technik ist die Ausbildung eines sehr hohen Abdichtwider-
standes (”Gigaohmseal“) zwischen der Oberﬂ¨ ache einer Glaspipette und der Zellmembran.
Der hohe Abdichtwiderstand f¨ uhrt zu einem sehr guten Signal-Rausch-Verh¨ altnis. Zudem
kann das mit Pipette isolierte Membranst¨ uck alleine mittels der Patchpipettenelektro-
de auf ein Haltepotential geklemmt werden, ohne gesonderte Potentialelektroden hierf¨ ur
einsetzen zu m¨ ussen, wie es bei herk¨ ommlichen Ganzzellableitungen n¨ otig ist.
Der genaue Mechanismus, der zur Ausbildung eines Abdichtwiderstandes von bis zu
100 Gigaohm zwischen Zellmembran und Glaspipette f¨ uhrt, ist nicht bekannt. Allerdings
zeigen Berechnungen, dass bei einem Widerstand gr¨ oßer 10 GΩ der Abstand zwischen
Glaswand und Membran in der Gr¨ oßenordnung von 1 ˚ A liegen muss (Hamill et al., 1981).
Dieser Abstand liegt damit im Bereich der chemischen Bindung. Es kommen daher Wech-
selwirkungen wie Wasserstoﬀbr¨ uckenbildung, Salzbr¨ ucken durch divalente Kationen oder
Van-der-Waals-Kr¨ afte zwischen den negativ geladenen Oberﬂ¨ achen des Membranlipids
und des Glases in Betracht (Corey und Stevens, 1983).
Die grundlegenden Patch-Konﬁgurationen wurden 1981 in einer vielbeachteten Arbeit
von Hamill et al. zusammengestellt . Zum besseren Verst¨ andnis sind die verschiedenen
Patch-Konﬁgurationen und ihre Etablierung in der Abbildung 1.5 aufgef¨ uhrt: Dies sind
”cell-attached“ (Abb. 1.5D), ”whole-cell“ (Abb. 1.5F), ”outside-out“ (Abb. 1.5H) und
”inside-out“ (Abb. 1.5I). Die Namensgebung deutet auf die Zug¨ anglichkeit der Mem-
branoberﬂ¨ ache zur Badl¨ osung hin. Durch die geeignete Wahl der Zusammensetzung der
Pipettenl¨ osung und der (im Experiment auswechselbaren) Badl¨ osung lassen sich deﬁnierte
Bedingungen auf beiden Seiten der Membran einstellen.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Messkonﬁguration ist der ”Inside-out“-
Patch (Horn und Patlak, 1980, Hamill und Sakmann, 1981, Abb. 1.5I).
Da bei der Inside-out- und der Outside-out-Konﬁguration der Membranﬂecken vom
Rest der Zelle getrennt wird, werden sie auch als zellfreie Konﬁgurationen bezeichnet.
Insbesondere bei der Inside-out-Konﬁguration werden alle nicht in der Membran ver-
ankerten Zellbestandteile durch L¨ osungswechselexperimente ausgewaschen. Infolgedessen
k¨ onnen w¨ ahrend eines Experiments ”Rundown“-Eﬀekte auftreten: das Stromsignal nimmt
stetig ab, da z.B. Phosphorylierungen nicht mehr m¨ oglich sind.20 Einleitung
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Abbildung 1.5: Die Patch-Clamp-Messkonﬁgurationen und ihre Etablierung
Dargestellt sind die vier wichtigen Messkonﬁgurationen der Patch-Clamp-Technik. Ein kleiner Pfeil inner-
halb der Patchpipette deutet Unterdruck bzw. ¨ Uberdruck an. Durch Zur¨ uckziehen der Patchpipette kann
ein isolierter Membranﬂecken herausgerissen werden (I und H). Von D nach E (Durchbruch der Membran
unter der Pipetten¨ oﬀnung) gelangt man durch Anlegen eines kurzen Unterdruck- oder Spannungspulses.
(Ver¨ andert nach Hamill et al., 1981)
1.5.2 Die Giant-Patch-Technik
Ein Ionenkanal l¨ aßt im ge¨ oﬀneten Zustand typischerweise 107 einwertige Ionen pro Se-
kunde passieren. Das Stromsignal eines Kanals liegt demnach im Bereich von ca. 1 pA,
was in etwa der messtechnisch m¨ oglichen Auﬂ¨ osung entspricht. Transporter und Pum-
pen haben dagegen ca. 3 Gr¨ oßenordnungen kleinere Transportraten, so dass die zu er-
wartende Str¨ ome eines einzelnen Proteins ebenfalls um 3 Gr¨ oßenordnungen kleiner sind.
Die Isolierung des Stromsignals eines einzelnen Proteins ist damit mit der gegenw¨ artigen
Messtechnik nicht m¨ oglich. Um auch von Transportern und Pumpen Str¨ ome registrie-
ren zu k¨ onnen, m¨ ussen diese daher in sehr hoher Zahl vorliegen, so dass die Summe der
Einzelstr¨ ome im Auﬂ¨ osungsverm¨ ogen der Messapparatur liegt. Da die Zahl der Proteine
¨ uber die Expressionsdichte an die Membranﬂ¨ ache gekoppelt ist, muss diese entsprechend
groß sein. Von den von Hamill et al. beschriebenen Patch-Konﬁgurationen erf¨ ullt nur die
Ganzzell-Konﬁguration diese Voraussetzung zur Messung eines Transporter- bzw. Pum-
penstroms.
Eine andere M¨ oglichkeit ist die Verwendung großer Pipettendurchmesser, wie sie zuerst
von St¨ uhmer et al. eingesetzt wurden (St¨ uhmer et al., 1983). Der entscheidende Schritt
zur Ausbildung eines Gigaseals gelang aber erst Hilgemann im Jahre 1989 mit einer Wei-
terentwicklung der Inside-out-Konﬁguration (Hilgemann, 1989): Unter Verwendung von
Pipetten mit großem ¨ Oﬀnungsdurchmesser (∅ 10−16 µm) konnte Hilgemann sehr große1.5. Die Patch-Clamp-Technik 21
Membranﬂecken (”giant patch“) von Herzmuskelzellen in der Inside-out-Konﬁguration
isolieren. Diese Giant-Patch-Methode wurde erfolgreich auf Xenopus-Oozyten ¨ ubertragen,
mit Pipetten¨ oﬀnungsdurchmesser von bis zu 50 µm. Auch ein Giant-Patch in der Outside-
out-Konﬁguration konnte an Oozytenmembranen etabliert werden (Rettinger et al., 1994).
Zusammen mit der heterologen ¨ Uberexpression des Na+-Ca2+-Austauschers in Oozyten
bietet die Giant-Patch-Technik die beste Voraussetzung f¨ ur die kinetischen Untersuchun-
gen in der vorliegenden Arbeit, da in dieser Kombination ein sehr gutes Signal-Rausch-
Verh¨ altnis erreichbar ist.
1.5.3 Messung von vorstation¨ aren Str¨ omen an Kan¨ alen
und Transportern
Kinetische Messungen an Transportproteinen sollen Informationen ¨ uber den zu Grunde
liegenden Reaktionsmechanismus liefern, indem man versucht, die Zahl der Reaktions-
schritte und die zugeh¨ origen Geschwindigkeitskonstanten aus dem gemessenen Stromsi-
gnal zu bestimmen. Daher ist es notwendig, den Ursprung des Stromsignals zu verstehen.
Das Stromsignal eines Kanals h¨ angt von der Permeabilit¨ at PS des Kanals f¨ ur das Ion S
und dem elektrochemischen Gradienten als treibende Kraft ab. Der Zusammenhang dieser
Gr¨ oßen wird mit der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung beschrieben (Hille, 1992):
IS = PSz
2
S ·
EF2
RT
·
[S]i − [S]aexp(−zSFE/RT)
1 − exp(−zSFE/RT)
(IS: Strom durch das Ion S, PS: Permeabilit¨ at, zS: Valenz, E: Membranpotential, [S]i,a: innere/¨ außere
Konzentration des Ions S, F: Faradaykonstante, R: Boltzmannkonstante, T: absolute Temperatur)
Im Gegensatz zu einer Einzelkanalmessung, bei der tats¨ achlich das ¨ Oﬀnen und Schlie-
ßen eines einzelnen Kanals beobachtet werden kann, wird bei Verwendung großer Giant-
Patch-Pipetten das Stromsignal vieler Kan¨ ale aufgezeichnet. Im Fall nicht wechselwir-
kender Kan¨ ale ergibt sich das gemessene Stromsignal als Summe aller Einzelkanalstr¨ ome.
Bei N Kan¨ alen mit gleicher Einzelkanalleitf¨ ahigkeit (und damit gleichem Einzelkanal-
strom IEinzel) gilt also:
IV ielkanal = N · IEinzel · Po
Eine ¨ Anderung des Stromsignals ist damit proportional zu einer ¨ Anderung der Oﬀen-
wahrscheinlichtkeit Po, da nur ge¨ oﬀnete Kan¨ ale zum Stromsignal beitragen und IEinzel
und N normalerweise konstant sind. Allerdings kann man aus dem so gemessenen sta-
tion¨ aren Stromsignal keine Information ¨ uber die Kinetik erhalten. Im Vergleich zu einer
Einzelkanalmessung, bei der man ¨ uber die mittlere Oﬀen- und Geschlossenzeit die Ge-
schwindigkeitskonstanten f¨ ur das ¨ Oﬀnen und Schließen direkt bestimmen kann, geht bei
einer Vielkanalmessung daher kinetische Information verloren, sofern man nur einen sta-
tion¨ aren Zustand betrachtet.
Um dennoch kinetische Information aus Vielkanalmessungen gewinnen zu k¨ onnen,
muss man deshalb Relaxationsmessungen durchf¨ uhren. Dabei wird ein station¨ arer Zu-
stand gest¨ ort (z.B. durch einen Spannungssprung oder einen Konzentrationssprung), um22 Einleitung
eine ¨ Anderung der Oﬀenwahrscheinlichkeit hervorzurufen. Dadurch ergibt sich dann ein
neuer station¨ arer Zustand. Das Stromsignal des ¨ Ubergangs zwischen diesen station¨ aren
Zust¨ anden (vorstation¨ arer Strom) enth¨ alt Informationen ¨ uber alle dem ¨ Oﬀnen vor- und
nachgelagerten Schritte.
Im Gegensatz zu Kan¨ alen gibt es bei Transportern keinen diskreten ¨ Ubergang zwi-
schen oﬀenen und geschlossenen Zust¨ anden. Zum Stromsignal tragen daher alle Schritte
des Reaktionsmechanismus bei, bei denen eine Ladung verschoben wird, w¨ ahrend zur
Kinetik auch nicht-elektrogene Schritte beitragen k¨ onnen. Die mit einer Ladungsverschie-
bung verbundenen Schritte werden als elektrogen bezeichnet. F¨ ur einen solchen Schritt
vom Zustand Ei zum Zustand Ei+1 gilt f¨ ur die verschobene Ladung Qi = e0αiziνi und
damit f¨ ur das gemessene Stromsignal (L¨ auger, 1991):
I(t)=e0N

i
ziαiΦi(t) mit Φi = νi

Ni(t)
N
· ki,hin(c,V ) −
Ni+1(t)
N
· ki,r¨ uck(c,V )

(e0: Elementarladung, N: Gesamtanzahl an Transportern, Ni: Transporter im Zustand Ei, αi: Dielek-
trizit¨ atskoeﬃzient, Φi: Flussrate des Schritts Ei → Ei+1, ν: Anzahl der verschobenen Ladungen, z:V a -
lenz, khin,r¨ uck: Geschwindigkeitskonstanten f¨ ur Hin-/R¨ uckreaktion (konzentrations- und/oder spannungs-
abh¨ angig), N =

i Ni)
Eine St¨ orung eines station¨ aren Zustandes durch z.B. einen Konzentrations- oder Span-
nungssprung f¨ uhrt wie bei den Kan¨ alen zu einer ¨ Anderung der konzentrations- bzw.
spannungsabh¨ angigen Geschwindigkeitskonstanten und damit zur Einstellung eines neuen
Gleichgewichts. Der vorstation¨ are Strom enth¨ alt dann Informationen ¨ uber die Reaktions-
schritte.
Allgemein gilt, dass bei einem Reaktionsschema mit n Zust¨ anden das vorstation¨ are
Stromsignal mit maximal n − 1 Exponentialfunktionen darzustellen ist. Die tats¨ achliche
Anzahl an Exponentialfunktionen h¨ angt allerdings von der Lage der elektrogenen Schritte
(bzw. der Oﬀen-Zust¨ ande) und der ratenlimitierenden Schritte ab, da Schritte im schnellen
Vorgleichgewicht nicht getrennt werden k¨ onnen. Ebenso k¨ onnen Schritte mit gleichen
Geschwindigkeitskonstanten nicht unterschieden werden. Weitere Information zur Lage
der elektrogenen Schritte kann die Spannungsabh¨ angigkeit des Stromsignals liefern.
Bei Konzentrationssprungexperimenten wird die L¨ osungszusammensetzung in der Re-
gel so gew¨ ahlt, dass das Transportprotein haupts¨ achlich in einem Zustand vorliegt, in dem
es zur Substratbindung bereit ist. Dies erleichtert die sp¨ atere Interpretation der Signale,
da man auf diese Weise bekannte Ausgangszust¨ ande des Transportproteins erreicht.
1.5.4 Photolyse von photolabilen Substraten
Ein Konzentrationssprung zur Messung eines vorstation¨ aren Stromsignals sollte m¨ oglichst
schnell erfolgen, das heißt idealerweise eine rechteckige Konzentrationsstufe bilden. Da-
durch wird vermieden, dass der Konzentrationsanstieg selbst ratenlimitierend wirkt und
so das vorstation¨ are Signal beeinﬂusst. Mit einem sehr schnellen Konzentrationsanstieg
kann dann sogar die Kinetik von Bindungsreaktionen gemessen werden. Im Patch-Clamp-
Experiment reicht die Zeitauﬂ¨ osung eines L¨ osungswechselsystems hierf¨ ur in der Regel1.6. Ziel der Arbeit 23
nicht aus, da sich ¨ uber der Membranoberﬂ¨ ache eine unger¨ uhrte L¨ osungsschicht beﬁndet,
die nur langsam durch Diﬀusion ausgetauscht wird. Bei der Inside-out-Patch-Konﬁguration
liegt der Membranﬂecken zudem in einer Omega-f¨ ormigen Einst¨ ulpung in der Pipetten¨ oﬀ-
nung vor, die einen schnellen L¨ osungsaustausch an der Membranoberﬂ¨ ache zus¨ atzlich er-
schwert. Hierbei spielt die Pipettengeometrie ebenfalls eine wichtige Rolle (Cannell und
Nichols, 1991).
Ein anderer Weg schnelle Konzentrationsspr¨ unge durchzuf¨ uhren, besteht in der Ver-
wendung von photolabil gesch¨ utzten Substraten (”caged compounds“): Durch Belichtung
mit einer UV-Lichtquelle wird eine photolabile Schutzgruppe von einem Substrat abge-
spalten und so ein Konzentrationssprung erzeugt. Kaplan et al. zeigten 1978 als erste die
Anwendbarkeit eines solchen Verfahrens auf biologische Systeme mit der Photolyse eines
photolabilen ATP-Derivats zur Aktivierung der Na+/K+-ATPase (Kaplan et al., 1978).
Mittlerweile sind zahlreiche photolabile Derivate von z.B. Neurotransmittern, Nukleo-
tiden, Peptiden oder Chelatoren divalenter Kationen mit verschiedensten Schutzgruppen
synthetisiert worden (McCray und Trentham, 1989, Adams und Tsien, 1993). Bei Ver-
wendung eines kurzen UV-Laserpulses als Lichtquelle k¨ onnen Konzentrationsspr¨ unge mit
einer Zeitaul¨ osung bis z.T. in den Mikrosekundenbereich durchgef¨ uhrt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde DM-Nitrophen, ein photolabil gesch¨ utzter Calcium-Chelator,
verwendet (siehe hierzu Kapitel 2.3.4).
Ein großer Nachteil der photolabilen Substanzen liegt in der Notwendigkeit, hohe
Energiedichten einsetzen zu m¨ ussen, um eine entsprechende Freisetzung des Substrats
zu erreichen. Die hohen Energiedichten k¨ onnen zu einer drastischen Verminderung des
Abdichtwiderstands bei einer Patch-Clamp-Messung f¨ uhren.
1.6 Ziel der Arbeit
In der vorliegenden Arbeit soll die Kinetik zweier Ca2+-aktivierter Transportproteine
untersucht werden: Zum einen ist es der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal in der
Plasmamembran der Xenopus Oozyte. Zum anderen ist es der heterolog in Oozyten ex-
primierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 aus dem Meerschweinchenherzen.
Bisherige Untersuchungen an den endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen der Xe-
nopus Oozyte wurden haupts¨ achlich mit der Zweielektrodenspannungsklemme bzw. am
excised-membrane-patch im L¨ osungswechselexperiment durchgef¨ uhrt. Diesen Messtech-
niken mangelt es an der ben¨ otigten Zeitauﬂ¨ osung, um auch schnelle vorstation¨ are Ki-
netiken registrieren zu k¨ onnen. Zudem hat man bei der Zweielektrodenspannungsklemme
keine Kontrolle ¨ uber das intrazellul¨ are Milieu. Mit der Photolyse eines photolabilen Ca2+-
Chelators am excised-Makropatch sollte diese Einschr¨ ankung in der vorliegenden Arbeit
umgangen werden, um so neue Einblicke in die Kinetik der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale
zu erlangen.
Die Messungen an den Chloridkan¨ alen waren als Vorbereitung f¨ ur die Untersuchungen
am heterolog in Xenopus Oozyten exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 zu ver-
stehen. Messungen mit Hilfe der Photolyse von sogenanntem ”Caged Calcium“ wurden
bereits erfolgreich von M. Kappl (1997) am nativen NCX1 aus dem Meerschweinchenher-24 Einleitung
zen durchgef¨ uhrt. Diese Messungen hatten bereits die besondere Eignung des photolabilen
”Caged Calcium“ f¨ ur die Messung der schnellen vorstation¨ aren Kinetik des Na+-Ca2+-Aus-
tauschers gezeigt. Allerdings fehlte bisher eine vollst¨ andige Untersuchung der Ca2+- und
der Spannungsabh¨ angigkeit dieser vorstation¨ aren Kinetik. Dies war unter anderem auf
das begrenzte Signal-Rausch-Verh¨ altnis der Messungen an nativen Herzzellmembranﬂe-
cken zur¨ uckzuf¨ uhren. Mit der heterologen Expression des Na+-Ca2+-Austauschers konnte
die Signalamplitude und damit das Signal-Rausch-Verh¨ altnis in der vorliegenden Arbeit
dagegen deutlich gesteigert werden, so dass eine detaillierte Untersuchung der Ca2+- und
Spannungsabh¨ angigkeit der vorstation¨ aren Kinetik durchgef¨ uhrt werden konnte.
Zudem soll in dieser Arbeit auch der Einﬂuss von Ba2+ und Sr2+ als ebenfalls trans-
portierte zweiwertige Kationen auf die vorstation¨ aren Str¨ ome untersucht werden, um so
weitere Einblicke in die Transportkinetik des Na+-Ca2+-Austauschers zu gewinnen.25
Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Liste der verwendeten Ger¨ ate und
Materialien
Ger¨ ate zur Patch-Clamp-Messung
Ger¨ at Hersteller/Anbieter
Axopatch 200A mit Headstage CV AU 201 Axon Instruments, Foster City, Kalifornien
Axopatch 200B mit Headstage CV 203 BU Axon Instruments, Foster City, Kalifornien
AD/DA-Wandlerkarte Digidata 1200A Axon Instruments, Foster City, Kalifornien
Kolter AD-Wandlerkarte AD12 MFK Frankfurt
Tiefpaßﬁlter Modell 3321 Krohn Hite, Avon, Massachusetts
Digitales Speicheroszilloskop HM208 Hameg, Frankfurt
Papierschreiber BD112 Kipp & Zonen, Delft, Niederlande
Elektroventile Typ LFAA1201718H LEE Hydraulische Miniaturkomponenten,
Frankfurt
Ventilsteuerung Institutswerkstatt
Stromverst¨ arker ITHACO1211 Ithaco Inc., Ithaco, New York
Netzger¨ ate Toe8721 Toellner, Herdecke
Faraday-K¨ aﬁg Institutswerkstatt
schwingungsged¨ ampfter Tisch Typ VW-3036 Newport Corporation, Irvine, Kalifornien
hydraulischer Mikromanipulator MO-103 Narishige Scientiﬁc Instruments, Tokyo, Japan
mechanischer Mikromanipulator Laborbedarf Helmut Saur, Reutlingen
Thermometer und Thermof¨ uhler Greisinger Elektronik, Regenstauf
thermostatisiertes Wasserbad mgw Lauda, Lauda-K¨ onigshofen
R2911C FFT Servo Analyzer Advantest Corp., Tokyo, Japan
Mikrol¨ osungswechselverteiler Institutswerkstatt
Meßkammer f¨ ur L¨ osungswechsel Eigenbau
Pipettenziehger¨ at DMZ Universal Puller Zeitz-Instrumente Vertriebs GmbH,
f¨ ur Patchpipetten M¨ unchen
Vertikalpipettenziehger¨ at Model 700D David Kopf Instruments, Tujunga,
f¨ ur Injektionskapillaren Kalifornien, USA
Mikroinjektionspumpe Drummond Scientiﬁc Co., Broomall,
Pennsylvania, USA26 Material und Methoden
Software zur Datenerfassung und -auswertung
Programm Hersteller/Anbieter
pClamp 8.0 Programmpaket (Clampex 8.0 zur Axon Instruments, Foster City, Kalifornien
Datenerfassung, Clampﬁt 8.0 zur Datenanalyse)
KAN1 MFK, Frankfurt
Origin 6.0 Microcal Software Inc., Northampton,
Massachusetts
Scientist 2.01 MicroMath Software, Salt Lake City, Utah
WinMaxc (Programm zur Berechnung Chris Patten, Download unter:
von Ca2+-Chelatoren) www.stanford.edu/cpatton/maxc.html
Optische Komponenten
Komponente Hersteller/Anbieter
Binokulare Wild, Heerbrugg, Schweiz
Mikroskop Axiovert 35M Zeiss, Oberkochen
XeCl-Excimer-Laser LEXTRA 50 Lambda Physik, G¨ ottingen
Lichtleiter UV/VIS Quarzfaser, Typ UV400/4248, CeramOptec GmbH, Bonn
Kerndurchmesser 400 µm
x-y-Faserpositionierung Newport, Darmstadt
Neutralglasﬁlter f¨ ur UV Melles Griot, Zenenaar, Niederlande
Laserenergiemeßger¨ at DGX Ophir Optronics, Jerusalem, Israel
UV/VIS Zylinderlinse f¨ ur Farbstoﬀk¨ uvettenanregung LinosPhotonics, G¨ ottingen
UV/VIS Quarzlinse f¨ ur Fasereinkoppelung LinosPhotonics, G¨ ottingen
Photodiode BPW21 Reichelt Elektronik, Sande
Quarzk¨ uvette (3.5 ml, 1cm Schichtdicke) LS Laborservice, Darmstadt
f¨ ur Farbstoﬄaser
Verbrauchsmaterialien
Komponente Hersteller/Anbieter
Patch-Pipettenglas Clark GC150-7.5 Harvard Apparatus Ltd., Edenbrigde, Kent, UK
Injektionskapillaren #3-00-203-G/X Drummond Scientiﬁc Co., Broomall,
Pennsylvania, USA
Lotglas 8472 K3 Schott, Landshut
Silberdraht ∅ 0.25 mm f¨ ur Elektroden, Alfa Aesar Johnson MattheyGmbH,
Platindraht ∅ 0.3 mm f¨ ur Mikroschmiede Karlsruhe
Quarzkapillare TSP320450 f¨ ur L¨ osungszufuhr und Composite Metal Services LTD, Hallow,
Mikrosalzbr¨ ucken, ∅(ID/AD) 320/450 µm Worcs., UK
Sterilﬁlter 0.22 µm LS Laborservice, Darmstadt
div. Silikon-, Teﬂon- und PE-Schl¨ auche LS Laborservice, Darmstadt
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Chemikalien
Substanz Hersteller/Anbieter
Laserfarbstoﬀ BiBuQ Lambda Physik, G¨ ottingen
DM-Nitrophen Molecular Probes, Eugene, Oregon
Fluo-3 Pentaammoniumsalz Lot 2871-2 Molecular Probes, Eugene, Oregon
α-Chymotrypsin Typ I-S Sigma, Deisenhofen
3-Aminobenzoes¨ aureethylester- Sigma, Deisenhofen
Methansulfonat (Tricain)
Collagenase Worthington, Typ 2 CLS 2 Boehringer Mannheim, Mannheim
Vitamin-E-Acetat Fluka, Deisenhofen
Niﬂumic Acid Sigma, Deisenhofen
Flufenamic Acid Sigma, Deisenhofen
NaCl p.a. Merck, Darmstadt
NaOH p.a. Merck, Darmstadt
LiOH Monohydrat SigmaUltra Sigma, Deisenhofen
CsOH Monohydrat Assay 95% Fluka Deisenhofen
2-N-Morpholinoethansulfons¨ aure Sigma, Deisenhofen
(MES)>99.5%
HEPES >99.5% SigmaUltra Sigma, Deisenhofen
TEA-Cl 99% MicroSelect Fluka, Deisenhofen
EDTA ∼99% SigmaGrade Sigma, Deisenhofen
EGTA 99% MicroSelect Fluka, Deisenhofen
Strontium-Acetat Aldrich, Deisenhofen
TEA-OH 20% w¨ assrige L¨ osung Sigma, Deisenhofen
KCl p.a. Merck, Darmstadt
CaCl2 p.a. Merck, Darmstadt
MgCl2 · 6H2O p.a. Merck, Darmstadt
L-Aspartic acid >99% SigmaUltra Sigma, Deisenhofen
Calcium Cyclamat p.a Sigma, Deisenhofen
Ba-Acetat p.a. Sigma, Deisenhofen
N-Methyl-D-Glucamin (NMG) >99% Fluka, Deisenhofen
Ca-Gluconat p.a. Merck, Darmstadt
HCl 1N Merck, Darmstadt
Agarose Serva, Heidelberg
Dioxan Merck, Darmstadt
2.2 Heterologe Expression des Na+ -Ca2+ -Austauschers
in Xenopus Oozyten
In der Plasmamembran von Herzzellen wird der Na+-Ca2+-Austauscher in besonders ho-
her Dichte exprimiert (Kofuji et al., 1992). Fr¨ uhere Messungen am Na+-Ca2+-Austauscher
NCX1 wurden daher in unserem Labor an isolierten Herzellen vom Meerschweinchen
durchgef¨ uhrt (Kappl und Hartung, 1996a, b). Da der Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 aus
dem Hunde- und Meerschweinchenherzen bereits erfolgreich kloniert und in Oozyten ex-
primiert wurde (Nicoll et al., 1990, Tsuruya et al., 1994), lag es nahe, den Na+-Ca2+-Aus-28 Material und Methoden
tauscher aus dem Meerschweinchenherzen zu klonieren, um so die Vorteile des Oozyten-
expressionssystems nutzen und gleichzeitig das untersuchte Membranprotein beibehalten
zu k¨ onnen.
Sowohl die Herstellung der cDNA und mRNA zur Injektion in Xenopus Oozyten als
auch die Oozytenpr¨ aparation wurden nicht selbst durchgef¨ uhrt. Die Vorgehensweise soll
aber der Vollst¨ andigkeit halber kurz beschrieben werden.
2.2.1 Klonierung des Na+-Ca2+-Austauschers aus dem Meer-
schweinchenherzen
Der Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 aus dem Meerschweinchenherzen wurde in unserem
Institut von Frau Verena Pintschovius unter der Leitung von Dr. Phil Wood kloniert.
Ein Meerschweinchen wurde mit Chloroform bet¨ aubt und anschließend per Durch-
trennung der Halsschlagader get¨ otet. Aus dem toten Tier wurde der Herzmuskel frei-
pr¨ apariert und dann mit einem Polytron PT 1200C Handhomogenisator (Kinematica AG,
Schweiz) homogenisiert. Die gesamte RNA wurde danach mit dem ”Qiagen RNeasy Mini
Kit“ (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Es wurden komplement¨ are DNA-Primer
zum Meerschweinchen-NCX1-Leseraster synthetisiert (MWGBiotech G mbH, Ebersberg,
Deutschland), um dann mittels RT-PCR (Titan one-tube RT-PCR Kit, Roche, Mann-
heim) aus der nativen mRNA des Na+-Ca2+-Austauschers doppelstr¨ angige cDNA zu am-
pliﬁzieren. Die cDNA wurde anschließend in den pCR-TOPO-II-Vektor kloniert (TOPO-
TA-System, Invitrogen, Groningen, Niederlande).
Unter Verwendung von Standardmethoden wurden Klone gepickt, diese auf einem Aga-
rosegel auf ihre Gr¨ oße hin untersucht und anschließend vollst¨ andig sequenziert (ABI 310
Sequenzierer, Applied BioSystems, CA, USA).
Der Klon mit der richtigen DNA-Sequenz wurde dann in den pNKS4-Vektor (siehe
Abb. 2.1) umkloniert. Die Linearisierung des pNKS4-Vektor erfolgte durch die Xba1-Re-
BamH1
Xma1
Xho1
t7
BamH1
Hind3
PfIM1
EcoRV
Nco1
Sal1
Hind3
Sp6
ATG
xlß-rbs
gp.card.ncx1
cpe polyA
pNK4c+gp.card.ncx1--5889 bp
Linearisierung mit Xba1 oder Not1
Abbildung 2.1: Der pNKS4-Vektor,
in den das Na+-Ca2+-Austauscher-Insert von
5889 Basenpaaren einkloniert wurde. Die Li-
nearisierung zur mRNA-Herstellung erfolgte
durch die Xba1-Restriktionsendonuklease.
striktionsendonuklease. Letztendlich wurde die mRNA zur Injektion in Xenopus Oozyten
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hergestellt. Diese mRNA weist den f¨ ur die Oozytenexpression typischen Poly-A-Schwanz
am 3 -Ende und den SP6-Promotor am 5 -Ende auf.
2.2.2 Pr¨ aparation der Xenopus Oozyten
Entnahme des Ovargewebes
Die Oozyten werden aus dem Ovargewebe eines geschlechtsreifen, weiblichen Frosches
der Gattung Xenopus laevis gewonnen, das dem Frosch zuvor durch eine Laparotomie
entnommen wird. Hierzu wird der Frosch f¨ ur f¨ unf bis zehn Minuten in 6◦C kalter w¨ ass-
riger Tricainl¨ osung (3-Aminobenzoes¨ aureethylester, 0.2 %) gebadet, bis der Frosch keine
Bewegung der Beinmuskulatur mehr zeigt. Anschließend wird der Frosch mit Wasser ge-
sp¨ ult und dann mit der Bauchseite nach oben in eine mit Eis gef¨ ullte Wanne gelegt. Die
Bauchhaut des Frosches samt dem darunter beﬁndlichen Muskel wird danach in H¨ ohe des
Beinmuskelansatzes ca. ein Zentimeter weit eingeschnitten. Mit einer stumpfen Pinzette
k¨ onnen durch diese ¨ Oﬀnung nun vorsichtig einzelne Ovarlappen herausgezogen und dann
abgetrennt werden. Der Schnitt in der Bauchdecke einschließlich des durchtrennten Mus-
kels wird mit zwei Stichen gen¨ aht. Anschließend wird der noch narkotisierte Frosch bis
zum Aufwachen in feuchte T¨ ucher gewickelt, um ein Ertrinken des Tieres bei direktem
Zur¨ ucksetzen in das Wasserbecken zu verhindern. Nach dem Aufwachen wird der Frosch
f¨ ur drei Tage in ein gesondertes Quarant¨ anebecken gesetzt, um so die Wundheilung besser
kontrollieren zu k¨ onnen. Die Wunde selbst ist ¨ außerlich meist innerhalb einer Woche gut
verheilt. Nach drei Monaten Schonzeit kann der Frosch erneut operiert werden.
Isolierung der Oozyten
Das entnommene Ovargewebe wird mit Pinzetten mechanisch zerkleinert und dann das
im Bindegewebe enthaltene Kollagen enzymatisch (30 mg/ml Kollagenase A in ORI
(Oozyten-Ringer-L¨ osung, siehe L¨ osungen auf Seite 47) f¨ ur drei bis f¨ unf Stunden bei 18◦C)
verdaut. Anschließend wird der Verdau durch mehrmaliges Waschen mit ORI-L¨ osung ab-
gebrochen, da eine zu lange Behandlung der Oozyten mit Kollagenase die Qualit¨ at der
Oozyten beeintr¨ achtigen kann. Durch das Waschen mit ORI-L¨ osung werden neben dem
unerw¨ unschten Bindegeweberesten auch kleine, unreife und durch den Kollagenasever-
dau gesch¨ adigte Oozyten entfernt. Aus den so gereinigten Oozyten werden nun die zur
RNA-Injektion gew¨ unschten Oozyten im Stadium V (Durchmesser ca.1.2 mm), die keine
sichtbaren Sch¨ adigungen aufweisen und m¨ oglichst frei von Follikelgewebe sind, selektiert.
Bis zur weiteren Verwendung werden die Oozyten bei 16 bis 18◦C in ORI-Pen/Stryp-
L¨ osung (ORI mit 9.5 mg/l Penicillin und 10 mg/l Streptomycin) inkubiert.
2.2.3 Injektion der mRNA in Oozyten
Die Injektion der mRNA in die Oozyten erfolgt mit einer Nanoliter-Injektionspumpe
(Drummond Scientiﬁc Co.). Hierzu werden die Injektionskapillaren (Drummond Scientiﬁc
Co.) auf einem Vertikalpuller (David Kopf Instruments) in einem Zug auf einen engen ¨ Oﬀ-
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einer feinen Schere werden die ausgezogenen Kapillarh¨ alften unter einem Mikroskop auf
einen ¨ Oﬀnungsdurchmesser von 16 bis 20 µm mit m¨ oglichst spitzen Bruchstellen abgebro-
chen. Diese Injektionskapillaren werden nun von hinten mit rotgef¨ arbtem schwerem Mi-
neral¨ ol (Sigma, Deisenhofen) luftblasenfrei bef¨ ullt und in die Injektionspumpe eingesetzt.
Anschließend wird ein RNA-Tropfen (800 nl, 0.15 µg/µl RNA in RNAse-freiem DECP-
Wasser) in die Kapillare aufgezogen. Die Oozyten werden dann mit 32 nl (≡4.8 ng) der
RNA in H¨ ohe des ¨ Uberganges zwischen Animal- und Vegetalpol injiziert, ein Teil der Oo-
zyten dabei auch mit der doppelten RNA-Menge (9.6 ng). Die ca. 20 injizierten Oozyten
werden zu je drei in einzelne Petrisch¨ alchen, die mit ORI-Pen/Stryp gef¨ ullt sind, gesetzt
und in einem K¨ uhlschrank bei 16-18 ◦C inkubiert. Ebenso wird mit nicht-injizierten Kon-
trolloozyten verfahren.
Die mit der RNA injizierten Oozyten k¨ onnen dann ab dem zweiten Tag der Expression
zur Messung verwendet werden (abh¨ angig von der injizierten RNA-Menge). Die Expres-
sion des Na+-Ca2+-Austauschers steigt w¨ ahrend der Inkubation stetig. Allerdings nimmt
gleichzeitig die Qualit¨ at der Oozyten, die f¨ ur Photolysemessungen sehr wichtig ist, mit
zunehmenden Alter und Expression ab. Eine Injektion von 20 ng RNA hat sich z. B. als
unbrauchbar herausgestellt, da die damit injizierten Oozyten bereits am zweiten Tag eine
durch die Expression des heterologen Proteins so stark gesch¨ adigte Membran aufwiesen,
dass eine Verwendung f¨ ur Photolyseexperimente unm¨ oglich war.
2.3 Elektrophysiologische Untersuchungen mit der
Patch-Clamp-Technik
Die elektrophysiologischen Messungen sowohl am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Aus-
tauscher als auch an den endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen wurden mit der
Giant-Patch-Clamp-Technik in der ”inside-out“-Konﬁguration durchgef¨ uhrt. Damit war
die intrazellul¨ are Membranseite f¨ ur Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge frei zug¨ angig. Die Ca2+-
Konzentrationsspr¨ unge wurden neben dem L¨ osungswechsel insbesondere mittels Photo-
lyse von ”caged Calcium“ (Ca2+-Chelator mit einer photolabilen Schutzgruppe) durch-
gef¨ uhrt. Im folgenden soll nun der Patch-Clamp-Messplatz vorgestellt werden. Da die
elektronischen Komponenten des Patch-Clamp-Verst¨ arkers sowie die photolytische Frei-
setzung von Ca2+ f¨ ur die Messungen mit hoher Zeitauﬂ¨ osung eine besondere Rolle spielen,
wird auf sie gesondert eingegangen.
2.3.1 Der Patch-Clamp-Messplatz
Beschreibung des Messplatzes
Eine schematische Darstellung des Patch-Clamp-Messplatzes zeigt Abbildung 2.2. Zen-
trales Ger¨ at des Messplatzes ist ein inverses Mikroskop, das sich auf einem schwingungs-
ged¨ ampften Tisch beﬁndet. Die Tischplatte besteht aus zwei Steinplatten und einer Stahl-
platte mit einem Gesamtgewicht von mehr als 200 kg, so dass eine gute Entkopplung
der Tischﬂ¨ ache von den Geb¨ audeschwingungen erreicht wird. Der schwingungsged¨ ampfte2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 31
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Patch-Clamp-Messplatzes
(1) Patch-Clamp-Verst¨ arker mit AD/DA-Wandler und Computer zur Datenerfassung und Messplatz-
kontrolle (2) Faradayk¨ aﬁg (3) schwingungsged¨ ampfter Tisch (4) Patch-Clamp-Vorverst¨ arker mit Pipet-
tenhalter (5) inverses Mikroskop (6) L¨ osungsgef¨ aße mit Elektromagnetventilen (7) Excimer-Laser mit
Farbstoﬀk¨ uvette und Fasereinkopplung
Tisch samt den auf ihn beﬁndlichen Komponenten beﬁndet sich innerhalb eines Fara-
dayk¨ aﬁgs, der die hochempﬁndliche Messapparatur vor elektromagnetischer Einstrahlung,
insbesondere der 50 Hz Netzfrequenz, sch¨ utzen soll. Alle elektrisch leitenden Komponen-
ten wie Tischplatte, Mikroskoptisch, Mikroskopgeh¨ ause sind gemeinsam mit dem Fara-
dayk¨ aﬁg geerdet und mit dem Erdungseingang des Patch-Clamp-Verst¨ arkers verbunden.
Außerhalb des Faraday-K¨ aﬁgs beﬁnden sich der Patch-Clamp-Verst¨ arker, die Computer
mit AD/DA-Wandler zur Datenerfassung, die Ventilsteuerung f¨ ur die L¨ osungswechselzu-
fuhr sowie der Excimerlaser samt Farbstoﬀk¨ uvette und Fasereinkopplung.
Links neben dem Mikroskop beﬁndet sich, an einer Aluminiums¨ aule befestigt, der
Patch-Clamp-Vorverst¨ arker (”Headstage“). Die Headstage kann ¨ uber einen hydraulischen
Mikromanipulator frei bewegt werden. An die Headstage wird der Patchpipettenhalter
samt Ag+/Ag+-Cl−-Elektrode und mit L¨ osung gef¨ ullter Patchpipette angeschlossen. Seit-
lich am Pipettenhalter beﬁndet sich ein Stutzen, der es erlaubt, den Druck im Halter
¨ uber eine Wassers¨ aule zu kontrollieren. ¨ Uber eine Glasspritze kann sowohl Unter- als
auch ¨ Uberdruck im Halter angelegt werden. Dies ist f¨ ur die Ausbildung eines Gigaseals
wichtig.
Rechts neben dem Mikroskop beﬁnden sich neun Eppendorf-Cryogef¨ aße, die die Test-
l¨ osungen f¨ ur L¨ osungswechselexperimente aufnehmen. Der L¨ osungsﬂuss erfolgt durch leich-
ten ¨ Uberdruck und wird ¨ uber elektromagnetische Ventile gesteuert. Die Schl¨ auche der
einzelnen L¨ osungen vereinigen sich kurz vor der eigentlichen Messkammer in einem Mi-
krol¨ osungswechselverteiler, der ein sehr kleines Totvolumen von wenigen Mikrolitern auf-
weist. Da nur Schl¨ auche mit sehr kleinem Innendurchmesser (∅ 0.28 mm) und damit
ebenfalls sehr geringem Totvolumen verwendet werden, reicht das Volumen der Cryo-
gef¨ aße von 2.5 ml f¨ ur mehrere Experimente aus. Dabei kann im Vergleich zu fr¨ uheren32 Material und Methoden
L¨ osungswechselsystemen der Durchsatz an L¨ osungen wesentlich reduziert werden, was
sich besonders in Hinblick auf die Verwendung von photolabilen Substanzen als großer
Vorteil erweist, da diese in der Regel sehr kostspielig sind.
In einer Vertiefung im Mikroskoptisch beﬁndet sich ein mit L¨ osung gef¨ ulltes Glaspe-
trisch¨ alchen, in dem die L¨ osungszufuhr in Form einer Quarzkapillare (∅ 450 µm), m¨ undet.
Eine Lichtleitfaser ist im rechten Winkel zu dieser Kapillare angeordnet (siehe Abbil-
dung 2.3). Die Belichtung erfolgt durch die Quarzglaskapillare hindurch. Dabei beﬁndet
sich die Patchpipette innerhalb der Kapillare im Lichtkegel der Lichtleitfaser.
Der elektrische Kontakt der Badl¨ osung mit der Referenzelektrode des Patch-Clamp-
Vorverst¨ arkers erfolgt ¨ uber ein kleines KCl-Becken (gef¨ ullt mit 0.5 M KCl) auf dem Mi-
kroskoptisch, das ¨ uber eine Salzbr¨ ucke mit der Badl¨ osung verbunden ist. Die Salzbr¨ ucke
soll ¨ Anderungen des ¨ Ubergangspotentials zwischen Badl¨ osung und der Referenzelektrode
verhindern (Barry und Lynch, 1991, Neher, 1992, Neher, 1995).
Ein Austausch des gesamten Sch¨ alchenvolumens bei einem L¨ osungswechsel- bzw. Pho-
tolyseexperiment ist bei dieser Messanordnung nicht n¨ otig, da sich der Patch bei laufender
L¨ osungszufuhr im L¨ osungsstrom beﬁndet. Die Diﬀusion ist durch die W¨ ande der Glaska-
pillare r¨ aumlich stark eingeschr¨ ankt, sodass nach Abschalten der L¨ osungszufuhr w¨ ahrend
eines Photolyseexperiments einige hundert Millisekunden station¨ are Bedingungen (ste-
hende L¨ osung) herrschen.
Abbildung 2.3: Skizze der verwendeten Messanordnung
Schematische Anordnung von Patchpipette (1), Quarzkapillare
f¨ ur L¨ osungszufuhr (2) und Lichtleitfaser (3). Die Spitze der
Patchpipette mit dem Membranﬂecken beﬁndet sich innerhalb
der L¨ osungszufuhrkapillare. Die Belichtung erfolgt durch die
Quarzkapillare hindurch.
Herstellung der Patchpipetten
Zur Herstellung der Patchpipetten wurden dickwandige Borosilikatglaskapillaren (Clark
GC150-7.5, ID 0.86 mm, AD 1.5 mm) verwendet. Da diese dickwandigen Kapillaren nicht
geeignet sind, um mit einem Pipettenziehger¨ at direkt auf den f¨ ur Giant-Patch-Pipetten
gew¨ unschten Durchmesser von 15 bis 25 µm gezogen zu werden, wurde eine andere in der
Literatur beschriebene Methode verwendet (Rettinger, 1994, Hilgemann, 1995):
Die dickwandigen Kapillaren werden auf einem programmierbaren, elektronischen Ver-
tikalpuller (Zeitz DMZ Universalpuller) mit drei Z¨ ugen auf einen kleinen ¨ Oﬀnungsdurch-
messer (∅ 1 µm) mit steilen Flanken (”großer Taper“) ausgezogen. Die Pipetten wer-
den dann unter einem als Mikroschmiede dienenden Mikroskop eingespannt. Auf einem
stromdurchﬂossenen Platindraht in dieser Mikroschmiede beﬁndet sich ein Tropfen aus
Blei-Borat-Glas (Lotglas, Schmelzpunkt ca. 500◦C). Der Platindraht wird zum Gl¨ uhen
gebracht, so dass der Glastropfen gerade zu schmelzen anf¨ angt. ¨ Uber einen Mikromani-
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fahren. Da das Borosilikatglas der Pipetten einen h¨ oheren Schmelzpunkt aufweist, steigt
das Lotglas durch Kapillarkr¨ afte nur in und an der Pipettenspitze hoch, ohne diese selbst
anzuschmelzen. ¨ Uber ein Messokular wird dieser Vorgang kontrolliert und abgebrochen,
wenn das Lotglas bis zum gew¨ unschten Pipettendurchmesser hochgestiegen ist. Durch
Erkalten zieht sich der Lotglastropfen zusammen und bricht die Pipettenspitze am Me-
niskus ab. Diese stumpfe Pipettenspitze wird anschließend hitzepoliert, indem sie an den
nun st¨ arker erhitzten Lotglastropfen angen¨ ahert wird, ohne diesen zu ber¨ uhren.
Mit dieser Methode k¨ onnen Pipettendurchmesser von typisch 20±2µm und großen
Wandst¨ arken mit hoher Pr¨ azision gezogen werden. Diese dickwandigen Pipettenspitzen
zeichnen sich dabei durch gute Seal-Eigenschaften aus. Zudem sind sie im Vergleich zu
d¨ unnwandigen Pipettenspitzen gleichen ¨ Oﬀnungsdurchmessers wesentlich rausch¨ armer,
da sie aufgrund der h¨ oheren Wandst¨ arke des Glases eine deutlich geringere Kapazit¨ at
aufweisen.
Herstellung der Ag+/Ag+-Cl−-Elektroden
Die Ag+/Ag+-Cl−-Elektroden werden aus Silberdraht mit einem Durchmesser von 0.25 mm
(Pipettenelektroden) bzw. 1 mm (Referenzelektrode) hergestellt. Der Silberdraht wird
mit Sandpapier geschmiergelt, in 65%iger Salpeters¨ aure gereinigt und dann in 0.1 M HCl-
L¨ osung bei einem Strom von 150 µAf ¨ ur 6 bis 8 Stunden per Elektrolyse chloriert. Als
Kathode wird ein ausgegl¨ uhtes Platinblech verwendet.
Herstellung der Salzbr¨ ucken
Die Salzbr¨ ucken werden aus Glasr¨ ohrchen (Salzbr¨ ucke zur Referenzelektrode) bzw. aus
Quarzkapillaren (Salzbr¨ ucke zur Pipettenelektrode f¨ ur chloridfreie Messungen) hergestellt,
die mit einem Gel aus 3% Agarose und 0.5 M KCl bef¨ ullt werden. Die Glasr¨ ohrchen haben
einen relativ großen Innendurchmesser von 1.6 mm, sodass die Salzbr¨ ucken nur einen klei-
nen Widerstand aufweisen und somit nicht zum limitierenden Faktor bei der Zeitauﬂ¨ osung
der Messapparatur werden. Da bei den Pipettenelektroden aus Platzgr¨ unden nur Quarzka-
pillaren mit einem Innendurchmesser von 350 µm als Salzbr¨ ucken verwendet k¨ onnen, muss
hier darauf geachtet werden, dass die ¨ Ubergangsl¨ ange zwischen Ag+/Ag+-Cl−-Elektrode
und Pipettenl¨ osung m¨ oglichst gering ist.
Der Zugangswiderstand lag typischerweise bei 0.8 bis 1 MΩ bei Verwendung chlorid-
freier L¨ osungen und Pipetten¨ oﬀnungsdurchmessern von ≈ 18 µm. Der Widerstand war
damit um einen Faktor 4 bis 5 h¨ oher als bei Verwendung chloridhaltiger L¨ osungen und
ohne Salzbr¨ ucke auf der Pipettenelektrode.
2.3.2 Durchf¨ uhrung eines Patch-Clamp-Experimentes an
Xenopus Oozyten
Vorbereitung der Oozyten
Vor dem eigentlichen Patch-Clamp-Experiment muss die Vitellinschicht der Oozyte ent-
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die Oozyte in eine hypertonische ”Shrink-L¨ osung“ (ORI mit 250 mM K-MES) verbracht,
um durch osmotisch bedingtes Schrumpfes der Zelle die Vitellinschicht von der Zellmem-
b r a nz ul ¨ osen. Die Vitellinschicht, die durch ihr charakteristisches Gl¨ anzen bei indirekter
Beleuchtung unter dem Binokular erkennbar ist, wird anschließend mechanisch entfernt:
Mit zwei spitz angeschliﬀenen Uhrmacherpinzetten wird die Vitellinschicht eingerissen und
dann vorsichtig abgezogen. Die devitellinisierte Oozyte ist sehr empﬁndlich gegen Kon-
takt mit Luft sowie Scherkr¨ aften und platzt nach einigen Stunden unter ihrem eigenen
Gewicht.
Durchf¨ uhrung des Patch-Clamp-Experimentes
Zur Durchf¨ uhrung einer Patch-Clamp-Messung wird die devitellinisierte Oozyte in das
mit der sogenannten ”Seal-L¨ osung“ gef¨ ullte Messsch¨ alchen im Mikroskoptisch gesetzt.
Die ”Seal-L¨ osung“ hat sich durch ihre Zusammensetzung als besonders geeignet zur Aus-
bildung eines Gigaohmseals herausgestellt hat. Um ein Aktivieren der Ca2+-aktivierten
Chloridkan¨ ale nach Erreichen eines Inside-out-Patches zu vermeiden, enth¨ alt diese L¨ osung
kein freies Ca2+. Zudem wurde f¨ ur die Photolysemessungen der Gehalt an Mg2+ und an
EGTA reduziert, um jeglich m¨ ogliche Kontamination der ”Caged-Calcium“-L¨ osungen zu
minimieren. Die L¨ osungswechselbeh¨ altnisse wurden zuvor mit den Testsubstanzen bef¨ ullt
und s¨ amtliche Schl¨ auche und Ventile mit den L¨ osungen gesp¨ ult.
Eine Patch-Pipette wird dann von hinten mittels einer Kapillare blasenfrei mit einer
Pipettenl¨ osung bef¨ ullt und in den Pipettenhalter eingespannt. Auf den Pipettenhalter
und damit auf die Patch-Pipette wird ein leichter ¨ Uberdruck (ca. ein Zentimeter auf
der Kontroll-Wassers¨ aule) angelegt. Dadurch wird bei Eintauchen der Pipettenspitze in
die Seall¨ osung eine Verunreinigung der Pipette durch Schmutzpartikel auf der L¨ osungs-
oberﬂ¨ ache sowie eine Kontamination der Pipettenl¨ osung mit der Seall¨ osung vermieden.
Nach Eintauchen der Pipette in die Badl¨ osung erfolgt ein Abgleich auftretender Poten-
tialdiﬀerenzen zwischen Mess- und Referenzelektrode auf Null mit dem Oﬀset-Reglers
des Patch-Clamp-Verst¨ arkers. ¨ Ubergangspotentiale an L¨ osungsgrenzschichten (Barry und
Lynch, 1991, Neher, 1992, Neher, 1995) werden, sofern notwendig, nachtr¨ aglich korrigiert.
Hierzu dient ein in der Clampex 8.0-Software enthaltenes Programm zur Berechnung von
¨ Ubergangspotentialen. Der Pipettenwiderstand kann nach Eintauchen der Pipette in die
Badl¨ osung ¨ uber die ”Seal-Test“-Funktion (Testpuls: 5 mV, 10 ms) der Clampex-Software
kontrolliert werden. Anschließend wird die Pipette vorsichtig an die Oozytenmembran
angen¨ ahert. Durch den ¨ Uberdruck auf der Pipettenl¨ osung werden eventuell auf der Mem-
branoberﬂ¨ ache haftende Schmutzpartikel fortgesp¨ ult. Zur Ausbildung eines Gigaohmseals
wird die Pipette auf die Membran gesetzt und der ¨ Uberdruck auf der Pipette wird durch
einen leichten Unterdruck (ca. 2 cm auf der Wassers¨ aule) ersetzt. Innerhalb von 30 Sekun-
den bis zwei Minuten kann ein Abdichtwiderstand von mindestens ein Gigaohm erreicht
werden. Wenn nach sp¨ atestens drei Minuten sich kein Gigaohmseal ausgebildet hat, wird
der Versuch abgebrochen und eine neue Patchpipette bzw. eine neue Oozyte getestet.
Nach der Etablierung des Gigaohmseals wird die Patchpipette langsam zur¨ uckgezo-
gen und dabei z.T. seitlich bewegt, um ein sauberes Herausreißen des Membranﬂeckens
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wird dann vorsichtig in eine Position vor die Lichtleitfaser und der L¨ osungszufuhr gefah-
ren. Es k¨ onnen nun sowohl L¨ osungswechsel- als auch Photolyseexperimente am Patch
durchgef¨ uhrt werden. Hierzu wird eines der Ventile der L¨ osungszufuhr, manuell oder
per Computer gesteuert, ge¨ oﬀnet und die jeweilige L¨ osung ¨ uber den Patch perfundiert.
F¨ ur die Photolysemessungen wird der Patch mit der DM-Nitrophen-L¨ osung equilibriert
und dann bei stehender L¨ osung ein Laserpuls in das Messvolumen eingekoppelt, um so
einen Ca2+-Konzentrationssprung durchzuf¨ uhren. Die L¨ osungswechsel- und Photolyse-
experimente k¨ onnen mit Software-gesteuerten Spannungsprotokollen zur Einstellung des
Membranpotentials kombiniert werden.
W¨ ahrend des Experimentes wird der Sealwiderstand durch Applizieren eines Span-
nungspulses mehrmals kontrolliert, um die Stabilit¨ at und damit die Verl¨ asslichkeit des
gemessenen Signals zu gew¨ ahrleisten. Ein Gigaohmseal ist bei einem reinen L¨ osungswech-
selexperiment bis zu einer Stunde stabil; bei Spannungssprung- und Photolyseexperimen-
ten nimmt die Qualit¨ at des Membranﬂeckens dagegen deutlich ab. Bei der Mehrzahl der
Photolyseexperimente (> 90%) ist das Gigaohmseal bereits bei der ersten Belichtung mit
einer relativ niedrigen Laserenergie zusammengebrochen, insbesondere wenn Dotterpar-
tikel am Patch hafteten. Die Dotterpartikel machen den Patch f¨ ur Photolysemessungen
unbrauchbar, da die Dotterpartikel oﬀenbar zu viel Laserlicht absorbieren und so zum
Zerreißen des Patches f¨ uhren.
Zus¨ atzlich werden die kapazitiven Komponenten des Stroms, die auf die Pipettenkapa-
zit¨ at zur¨ uckzuf¨ uhren sind, mit der Kompensationsfunktion des Patch-Clamp-Verst¨ arkers
abgeglichen. Eine Beschichtung der Pipettenspitze mit einem Gemisch aus Paraﬁlm, Mi-
neral¨ ol und Vitamin E-Azetat zur Verbesserung der kapazitiven Eigenschaften der Patch-
pipetten (Hilgemann, 1995) hat sich als nicht notwendig herausgestellt, da das dickwan-
dige Pipettenglas bereits sehr gute kapazitive Eigenschaften aufweist und hier keine deut-
liche Verbesserung erreicht werden konnte. Ebenso hatte ein Benetzen der Patchpipetten-
spitze mit Vitamin-E-Azetat (Collins et al., 1992) keine Verbesserung der Sealeigenschaf-
ten der Patchpipetten zur Folge.
2.3.3 Elektrische Eigenschaften des Patch-Clamp-Messsystems
Ein Patch-Clamp-Verst¨ arker soll das Membranpotential kontrollieren (”Voltage-Clamp“)
und den dazu notwendigen Kompensationsstrom messen. Dies geschieht ¨ uber eine einzel-
ne Elektrode, die sowohl f¨ ur die Spannungsmessung als auch die Strominjektion verant-
wortlich ist. Der Patch-Clamp-Verst¨ arker soll eine sehr hohe Verst¨ arkung bei m¨ oglichst
geringem Rauschen, aber gleichzeitig hoher Bandbreite liefern. Hierzu wird ein hoch-
empﬁndlicher Vorverst¨ arker (”Headstage“) m¨ oglichst nahe an die Messpipette gebracht.
Bei der elektronischen Realisierung wird auf integrierte Schaltungen (ICs) weitestgehend
verzichtet bzw. eine hybride Bauweise verwendet, da ICs meist ein wesentlich gr¨ oßeres
Rauschen aufweisen als konventionelle Bauteile. So werden f¨ ur die Operationsverst¨ arker
sehr rauscharme Sperrschicht-Feldeﬀektransistoren (JFETs) verwendet.
Zwei h¨ auﬁg anzutreﬀende Realisierungen eines Patch-Clamp-Vorverst¨ arkers sind ver-
einfacht in Abbildung 2.4A und B dargestellt. In Abbildung 2.4A ist der Vorverst¨ arker mit
einer resistiven R¨ uckkopplung realisiert worden. Der Operationsverst¨ arker OPA1 stellt36 Material und Methoden
Abbildung 2.4: Schaltbilder des Patch-Clamp-Vorverst¨ arkers
A resistiver Betriebsmodus des Vorverst¨ arkers: Operationverst¨ arker OPA1 mit dem R¨ uckkopplungswider-
stand Rf arbeitet als Strom-Spannungswandler. Der nachgeschaltete Operationsverst¨ arker OPA2 arbeitet
als Diﬀerenzverst¨ arker, der die Kommandospannung wieder vom Ausgangssignal des OPA1 abzieht. Die
Ausgangsspannung des OPA2 ist damit nur dem Eingangsstrom Ie proportional, hat allerdings eine sehr
geringe Bandbreite. Mit dem nachfolgenden Booster-Schaltkreis wird diese erh¨ oht.
B kapazitiver Betriebsmodus: Operationsverst¨ arker OPA1 mit dem R¨ uckkopplungskondensator Cf ar-
beitet als Integrator. Mit dem nachgeschalteten Diﬀerenziator, bestehend aus OPA2, Kondensator Cd,
R¨ uckkopplungswiderstand Rd, wird eine Ausgangsspannung am OPA2 erzeugt, die wieder proportional
zur Eingangsspannung Ie ist.
zusammen mit dem R¨ uckkopplungswiderstand Rf einen Strom-Spannungswandler dar.
Durch die negative R¨ uckkopplung wird das Ausgangssignal des Operationsverst¨ arker un-
abh¨ angig von den Eigenschaften des Operationsverst¨ arkers selbst. Ein Eingangsstrom Ie
kann aufgrund des sehr hohen Eingangswiderstands des Operationsverst¨ arkers nur ¨ uber
den R¨ uckkopplungswiderstand ﬂießen.
Am nicht-invertierenden Eingang des OPA1 liegt die Kommandospannung Usoll an,
auf die das Membranpotential geklemmt werden soll. Ein Unterschied zwischen dieser
Sollspannung und der am invertierenden Eingang ¨ uber die Messelektrode anliegenden
Spannung f¨ uhrt zu einer Potentialdiﬀerenz zwischen dem invertierenden Eingang und dem
Ausgang des Operationsverst¨ arkers (Punkte 1 und 2 in der Abbildung). Als Folge dessen
wird ¨ uber den R¨ uckkopplungswiderstand Rf ein Strom injiziert, der dem Eingangstrom
Ie entgegengesetzt gleich ist (Knotenregel). Es gilt daher f¨ ur die Ausgangsspannung des
OPA1: Uaus = −Ie · Rf. Die Ausgangsspannung ist also proportional dem Eingangsstrom
des Operationsverst¨ arkers. Der nachgeschaltete Operationsverst¨ arker OPA2 arbeitet als
Diﬀerenzverst¨ arker, der die Klemmspannung Usoll vom Ausgangssignal des OPA1 subtra-
hiert.
Um hohe Verst¨ arkungsfaktoren zu erreichen, wird der R¨ uckkopplungswiderstand Rf
m¨ oglichst groß gew¨ ahlt. F¨ ur Einzelkanalmessungen sind Werte von 50 GΩ typisch, f¨ ur2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 37
Ganzzellmessungen 0.5 bis 1 GΩ (beim Axopatch 200B 50 bzw. 500 MΩ). Allerdings
besitzen die Widerst¨ ande immer auch eine kapazitive Eigenschaft (in Abbildung 2.4A
gestrichelt eingezeichnet). Dadurch ist die Bandbreite dieser Schaltung limitiert, da gilt:
f =1 /(2π·Rf ·Cf). Bei einem 50 GΩ-Widerstand und einer typischen Streukapazit¨ at von
0.1 pF betr¨ agt diese Bandbreite nur 32 Hz. Mit nachgeschalteten Verst¨ arkern (”Booster“)
muss der hochfrequente Signalanteil wiederhergestellt werden.
Ein weiterer Nachteil der resistiven R¨ uckkopplungsschaltung ist das Eigenrauschen des
R¨ uckkopplungswiderstands. Um trotzdem Bandbreiten gr¨ oßer 20 kHz zu erreichen, wird
deshalb eine kapazitive R¨ uckkopplung bevorzugt (siehe Abbildung 2.4B): Als R¨ uckkopp-
lungselement wird ein Kondensator Cf verwendet, der nur ein sehr geringes Eigenrau-
schen und eine hohe Linearit¨ at aufweist. Der Operationsverst¨ arker OPA1 arbeitet daher
als Integrator. Die Ausgangsspannung UOPA1 ist dem Integral des Eingangsstroms Ie pro-
portional: UOPA1 =U 0 − Cf
−1 ·
 t
0 Ie(t )dt .U 0 ist proportional zur Anfangsladung des
Kondensators. Dieser muss regelm¨ aßig entladen werden, um eine S¨ attigung zu vermei-
den. Beim Axopatch 200 wird dies ¨ uber eine Reset-Schaltung realisiert, die automatisch
den R¨ uckkopplungskondensator entl¨ adt, wenn mehr als 10 pC Ladungen in die Membran
injiziert werden m¨ ussen. Um eine zum Eingangsstrom proportionale Ausgangsspannung
zu erhalten, ist dem OPA1 ein Diﬀerenzierglied bestehend aus OPA2, Kondensator Cd,
Widerstand Rd, nachgeschaltet. Damit ist die Ausgangsspannung des OPA2 proportional
zum Eingangsstrom: Uaus =I e · Rd · (Cd/Cf).
Um den Vorteil des geringen Eigenrauschens des Kondensators nutzen zu k¨ onnen, muss
dessen Kapazit¨ at sehr klein (  10 pF) gew¨ ahlt werden. Typisch sind daher Werte f¨ ur Cf
von 1 pF. Zudem m¨ ussen alle anderen Eingangskapazit¨ aten minimiert werden, da diese
sich zur Kapazit¨ at des R¨ uckkopplungskondensators aufaddieren. Daher sollten m¨ oglichst
rauscharme Pipettengl¨ aser (evtl. beschichtet mit Sylgard) und Pipettenhalter (z.B. aus
Teﬂon) verwendet werden.
Neben diesen Eigenschaften des Verst¨ arkers beeinﬂusst auch das Messobjekt selbst das
Messergebnis. Ein Membranpatch besitzt eine Kapazit¨ at CM und einen Widerstand RM,
die zusammen mit Zugangswiderstand RA das elektrische Verhalten bestimmen. Der Zu-
gangswiderstand (auch Serienwiderstand genannt) bezeichnet den Widerstand zwischen
Verst¨ arkereingang und Membran. Er wird haupts¨ achlich durch die Geometrie der Pi-
pettenspitze (insbesondere durch den ¨ Oﬀnungsdurchmesser) bestimmt. Da ein Teil der
Klemmspannung immer ¨ uber dem Zugangswiderstand abf¨ allt, sollte dieser m¨ oglichst klein
gehalten werden. Ansonsten kann das tats¨ achliche Haltepotential an der Membran vom
Sollwert deutlich abweichen.
Ein Ersatzschaltbild der elektrischen Eigenschaften eines Membranpatches samt Patch-
pipette ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Der Zugangswiderstand RA und der Membran-
widerstand RM lassen sich ¨ uber einen Parallelwiderstand RP ausgedr¨ ucken:
RP =
RM · RA
RM +R A
F¨ ur einen großen Membran- bzw. Abdichtwiderstand (da Membran- und Abdichtwider-
stand messtechnisch nicht getrennt werden k¨ onnen, werden hier beide ¨ aquivalent benutzt)
und kleinen Zugangswiderstand gilt n¨ aherungsweise: RP =R A. Damit bilden RA und die38 Material und Methoden
Abbildung 2.5: Ersatzschaltbild einer Patchpipette mit einem
Membranpatch
Zugangswiderstand: RA, Pipettenkapazit¨ at: CP, Membranwider-
stand: RM, Membrankapazit¨ at: CM, Ruhepotential der Zellmembran: ER
Membrankapazit¨ at CM einen Tiefpassﬁlter mit der Grenzfrequenz f = 1/(2π · RA · CM).
Dadurch wird die Bandbreite der Messung bei großen Membrankapazit¨ aten und Zugangs-
widerst¨ anden z.T. stark eingeschr¨ ankt. Bei der Interpretation von Spannungssprungexpe-
rimenten ist zudem die Zeit zum Umladen der Membrankapazit¨ at von Bedeutung. Diese
kann bei zeitaufgel¨ osten Messungen limitierend sein und ist bestimmt durch: τ =R A·CM.
Bei Makropatch-Messungen mit Zugangswiderst¨ anden < 1 MΩ und Membrankapazit¨ aten
von ca. 10 pF k¨ onnen in der Regel hohe Zeitauﬂ¨ osungen und Bandbreiten erreicht werden.
Zudem besitzen Patch-Clamp-Verst¨ arker Kompensationsschaltungen zum Ausgleich des
Zugangswiderstandes, der Membrankapazit¨ at und der Pipettenkapazit¨ at.
Neben den elektrischen Eigenschaften des Vorverst¨ arkers und des Messobjekts be-
einﬂusst auch die Wahl des richtigen Tiefpassﬁlters am Hauptverst¨ arker die Messung.
Die gebr¨ auchlichsten mehrpoligen, aktiven Filtercharakteristiken sind: elliptisch, Cauer,
Chebyshev, Bessel und Butterworth. Die beiden letztgenannten werden h¨ auﬁg in Patch-
Clamp-Verst¨ arkern eingesetzt und sind in Abbildung 2.6A und B dargestellt. Im Axo-
patch 200B wird ein 4-Pol-Besselﬁlter verwendet. Der Besselﬁlter hat zwar ein schlechteres
A B
Abbildung 2.6: Eigenschaften eines 4-Pol Bessel- und Butterworthﬁlters
A Der 4-Pol-Butterworthﬁlter zeigt bessere Frequenzeigenschaften als der 4-Pol-Besselﬁlter: Im Durch-
gangsband verl¨ auft er deutlich ﬂacher und f¨ allt dann nahe der Grenzfrequenz steiler ab als der Besselﬁlter.
B Das zeitliche Verhalten des Butterworthﬁlter ist dagegen deutlich schlechter: Er zeigt bei einer Ein-
gangsstufe deutliche ¨ Uberschwinger im Vergleich zum Besselﬁlter. Zu erkennen ist auch die zeitliche
Verschiebung des geﬁlterten Signals im Vergleich zur Eingangsstufe (Abbildungen modiﬁziert nach: The
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Frequenzverhalten als der Butterworthﬁlter, zeigt dagegen aber ein besseres Zeitverhalten:
Im Gegensatz zum Butterworthﬁlter treten bei einem schnell ansteigenden Eingangssignal
nur minimale ¨ Uberschwinger auf, weshalb der Besselﬁlter bei Patch-Clamp-Experimenten
oft bevorzugt wird.
Zur Kennzeichnung eines Filters wird in der Regel die Grenzfrequenz f−3 angegeben,
bei der die Spannung eines Eingangssignals um 3 dB (auf
√
0.5=0.7071) abgefallen ist.
Anschaulicher ist oftmals die Anstiegszeit von 10% auf 90% der Signalamplitude, f¨ ur die
n¨ aherungsweise gilt: t10−90 ≈ 0.3/f−3. Als allgemeine Regel ergibt sich die Anstiegszeit
des geﬁlterten Signals tr aus der Anstiegszeit des Eingangssignal ts und der Anstiegszeit
des Filters tf:
tr =

t2
s +t 2
f
Damit l¨ asst sich absch¨ atzen, inwieweit das Ausgangssignal durch den Filter beeinﬂusst
wurde.
Ebenso f¨ uhrt die Filterung zu einer Verz¨ ogerung des geﬁlterten Signals im Vergleich
zum urspr¨ unglichen Signal, wie in Abbildung 2.6B zu erkennen ist. Diese Verz¨ ogerung
muss bei einer zeitlichen Zuordnung des gemessenen Signals ber¨ ucksichtigt werden. Bei
einem 4-Pol-Besselﬁlter betr¨ agt diese Verz¨ ogerung n¨ aherungsweise 0.33/f−3.
2.3.4 Photolyse von DM-Nitrophen
Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge per herk¨ ommlichen L¨ osungswechsel erlauben nur eine be-
grenzte Zeitauﬂ¨ osung bis maximal in den Millisekundenbereich. Da dies f¨ ur die Messungen
in dieser Arbeit nicht ausreichend gewesen w¨ are, wurden die Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge
mittels Photolyse von sogenanntem ”Caged Calcium“ durchgef¨ uhrt. Bei diesen ”Caged
Calcium“-Substanzen handelt es sich um photolabile Ca2+-Chelatoren, deren Aﬃnit¨ at
f¨ ur Ca2+ nach Photolyse durch UV-Licht abnimmt. Bedingt durch die niedrigere Aﬃnit¨ at
nach der Belichtung wird zuvor gebundenes Ca2+ freigesetzt und damit ein Ca2+-Konzen-
trationssprung hervorgerufen. Bekannte ”Caged Calcium“-Substanzen sind die BAPTA-
Derivate der Nitr-Reihe (Tsien und Zucker, 1986, Kaplan, 1990, Adams und Tsien, 1993)
und das EGTA-Derivat Nitrophenyl-EGTA (Ellis-Davies und Kaplan, 1994). In der vor-
liegenden Arbeit wurde DM-Nitrophen (DMN) eingesetzt. Dabei handelt es sich um ein
EDTA-Derivat, das mit einer photolabilen 4,5-Dimethoxy-2-Nitrophenyl-Gruppe versehen
ist (siehe Abbildung 2.7). DM-Nitrophen wurde 1988 von J. Kaplan und G. Ellis-Davies
entwickelt (Kaplan und Ellis-Davies, 1988). Unter Belichtung mit UV-Licht (Absorpti-
onsmaximum λ = 348 nm, Extinktionskoeﬃzient  348 =4 2 0 0M −1cm−1 bei pH 7.2,
Quantenausbeute 18%) ¨ andert sich die Ca2+-Aﬃnit¨ at von 5 nM auf 3 mM. Die Ca2+-
Freisetzung erfolgt mit einer Rate von mindestens 38000 s−1 (Ellis-Davies et al., 1996).
Damit sind Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge mit einer Zeitauﬂ¨ osung unter 100 µsm ¨ oglich.
DM-Nitrophen und seine Photolyseprodukte haben sich in fr¨ uheren Experimenten als in-
ert gegen¨ uber dem untersuchten Membranprotein gezeigt (Kappl und Hartung, 1996a, b).
Mit diesen Eigenschaften ist DM-Nitrophen hervorragend geeignet f¨ ur die Untersuchung
der schnellen Kinetik des Na+-Ca2+-Austauschers.
Allerdings muss bei den Messungen darauf geachtet werden, dass die Beladung des40 Material und Methoden
ν
Abbildung 2.7: Photolyse-Reaktion von DM-Nitrophen
Im linken Teil ist die Struktur von DM-Nitrophen dargestellt. Die EDTA-Gruppe ist durch die gestri-
chelte Linie hervorgehoben. Nach der Absorption von UV-Licht kommt es zu einer Spaltung in dieser
Ca2+-Chelator-Struktur (rechter Bildteil) und damit einhergehend zu einer 105-fachen Aﬃnit¨ atsernied-
rigung. Dies unterscheidet DM-Nitrophen von den photolabilen Ca2+-Chelatoren der Nitr-Reihe, bei
denen lediglich eine Verschiebung der Elektronendichte weg von den Metall-bindenden Stickstoﬀatomen
der Chelatorgruppe zu einer relativ schwachen Ca2+-Aﬃnit¨ atserniedrigung f¨ uhrt.
DM-Nitrophens mit Ca2+ sowie der Photolyseumsatz m¨ oglichst hoch sind. Andernfalls be-
steht die Gefahr, dass sich statt einer gew¨ unschten Ca2+-Konzentrationsstufe ein schneller
transienter Ca2+-Konzentrationssprung (”Ca2+-Spike“) nach der Photolyse bildet (Zucker,
1993): Nicht photolysiertes, Ca2+-unbeladenes DMN bindet das zuvor durch Photolyse des
Ca2+-beladenen DMNs freigesetzte Ca2+. Das heißt, unmittelbar nach der Photolyse steigt
das freie Ca2+ sehr schnell auf einen Maximalwert an, um dann wieder auf einen niedrigen
station¨ aren Wert abzufallen. Der Verlauf der Ca2+-Konzentration (Spitzenkonzentration
und Zeitkonstante des Abfalls auf die station¨ are Ca2+-Konzentration) h¨ angt stark vom
Verh¨ altnis des Ca2+-beladenen zum Ca2+-unbeladenen DM-Nitrophens sowie vom Anteil
des photolysierten DMNs an der totalen DMN-Konzentration ab. Ersteres ist durch das
freie Ca2+ in der L¨ osung vor der Photolyse limitiert: Dieses soll m¨ oglichst niedrig sein,
um eine Aktivierung des Proteins vor dem Ca2+-Konzentrationssprung zu vermeiden. Bei
einem KD-Wert von 5 nM und einer gew¨ unschten maximalen freien Ca2+-Konzentration
von 100 bzw. 500 nM ist das DM-Nitrophen zu  96% bzw. zu  99% mit Ca2+ beladen.
Der Photolyseumsatz (das heisst, der Anteil des DM-Nitrophens, der gespalten wird) ist
dagegen durch die maximale Laserenergie, die ein Membranpatch aush¨ alt, und die Quan-
tenausbeute des DM-Nitrophens begrenzt und liegt erfahrungsgem¨ aß bei h¨ ochstens 15%.
Eine zu hohe Laserenergie f¨ uhrt zu einer drastischen Verminderung des Abdichtwider-
stands, die vermutlich auf teilweise Absorption und Dissipation der Laserenergie durch
den Membranﬂecken zur¨ uckzuf¨ uhren ist. Eine Simulation der Photolyse bei verschiede-
nen Photolyseums¨ atzen und Ca2+-Beladungen zeigt Abbildung 2.8. In der vorliegenden
Arbeit wurden daher m¨ oglichst hohe Beladungen des DM-Nitrophens mit Ca2+ einge-
setzt. Zudem wurde die Ca2+-Freisetzung nur in geringen Maße ¨ uber die Laserenergie
variiert. Stattdessen wurden verschiedene DMN-Konzentrationen eingesetzt, um bei den
Messungen eine Ca2+-Konzentrationsabh¨ angigkeit durchzuf¨ uhren.
Als UV-Lichtquelle zur Photolyse von DM-Nitrophen wird ein XeCl-Excimerlaser2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 41
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Abbildung 2.8: Simulation eines Ca2+-Konzentrationssprungs durch Photolyse von DMN
Dargestellt sind Simulationen eines Ca2+-Konzentrationssprunges bei einer hohen (> 98.5%) und einer
niedrigen (90%) Beladung des DM-Nitrophens mit Ca2+ sowie bei verschiedenen Photolyseraten. Es sind
jeweils das Verh¨ altnis der station¨ aren Ca2+-Konzentration zur Spitzenkonzentration sowie die Zeitkon-
stanten des Konzentrationsabfalls angegeben. Bei einer hohen Ca2+-Beladung und einer Photolyserate
10% ist die auftretende transiente Ca2+-Konzentration vernachl¨ assigbar. Als Parameter f¨ ur die Simu-
lation wurden die von Ellis-Davies et al. angegebenen Raten f¨ ur die Ca2+-Bindung und -Dissoziation an
DMN und dessen Photolyseprodukt angenommen (Ellis-Davies et al., 1996).
(Emissionswellenl¨ ange λ = 308 nm, maximale Pulsenergie 190 mJ, Pulsl¨ ange 18 ns) ver-
wendet. Der UV-Laserpuls des Excimer-Laser kann entweder direkt zur Photolyse in eine
Lichtleitphaser eingekoppelt werden oder er dient zur Anregung eines Farbstoﬄasers. Der
Excimer-Laserpuls wird hierzu abgeschw¨ acht und mit einer Zylinderlinse auf eine Quarz-
k¨ uvette abgebildet. Diese K¨ uvette ist mit dem Laserfarbstoﬀ BiBuQ (4,4   -Bis-(2-butyloc-
tyloxy)-p-quaterphenyl, 2 mM in Dioxan, Quantenausbeute 11% bei Anregung bei 308 nm
(Brackmann, 1986)) gef¨ ullt und dient als Farbstoﬄaser. Die L¨ osung wird mit einem Mi-
kror¨ uhrer umgew¨ alzt, da sich sonst bei schneller Pulsfrequenz Ausbleicheﬀekte zeigen.
Dies wird durch starke Schwankungen in der Farbstoﬄaserenergie deutlich. Das Emissi-
onsspektrum des Laserfarbstoﬀs BiBuQ gew¨ ahrleistet noch eine ausreichende Photolyse
von DM-Nitrophen (siehe Abbildung 2.9). Die Verwendung l¨ angerwelligen Anregunglich-
tes zur Photolyse gegen¨ uber einer direkten Nutzung der Excimer-Laser-Wellenl¨ ange hatte
eine verbesserte Stabilit¨ at der Membranﬂecken bei der Photolyse zur Folge. Der rechtwink-
lig zur Anregung austretende Farbstoﬄaserpuls wird in eine Quarzglasfaser (∅ 400 µm)
eingekoppelt. Am Faserende k¨ onnen Energiedichten bis 1.2 J/cm2 erreicht werden, was42 Material und Methoden
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Abbildung 2.9: Absorptionsspektrum von DM-Nitrophen im Vergleich zum Fluoreszenz-
spektrum des Laserfarbstoﬀs BiBuQ
Das Absorptionsmaximum von DM-Nitrophen liegt bei λ = 348 nm, das Fluoreszenzmaximum des La-
serfarbstoﬀs BiBuQ bei λ = 385 nm mit einer ausgepr¨ agten Schulter bei λ = 370 nm. Die Anregung des
Laserfarbstoﬀs erfolgt bei 308 nm. Der ¨ Uberlapp des Absorptionsspektrum von DM-Nitrophen und des
Emissionsspektrum von BiBuQ ist hinreichend genug, um eine Photolyse von DM-Nitrophen zu gew¨ ahr-
leisten. Durch die Verschiebung der Photolyse-Anregungswellenl¨ ange von λ = 308 nm (Emissionslinie
des XeCl-Excimer-Lasers) zu h¨ oheren Wellenl¨ angen konnte die Stabilit¨ at der Membranpatches erh¨ oht
werden.
f¨ ur die Photolyseexperimente mehr als ausreichend ist. Diametral zur Fasereinkopplung
beﬁndet sich eine Photodiode. Mit ihr kann parallel zur Patch-Clamp-Messung die re-
lative Energie des Farbstoﬄaserpulses gemessen werden. Mittels einer zuvor erstellten
Kalibrierungskurve (siehe Abbildung 2.10) k¨ onnen so Schwankungen der Laserenergie bei
der Auswertung der Messdaten ber¨ ucksichtigt werden.
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Abbildung 2.10: Beispiel einer Kalibrie-
rungskurve der Farbstoﬄaserenergie
Der relative Photodiodenstrom wird in Abh¨ angig-
keit von der Laserenergie am Faserende aufgetragen
und mit einer Regressionsgeraden angepasst.
Als Problem bei den Photolyseexperimenten erwies sich das Auftreten eines Laserlicht-
induzierten Stromartefakts. Dieses transiente Stromsignal ¨ uberlagerte den Anstieg und
z.T. auch den Abfall des vorstation¨ aren Na+-Ca2+-Austauscher-Stromsignals. Die Ursache
dieses Laserartefaktes ist unklar. Zum einen ist er wahrscheinlich auf Streulicht, das auf
die Pipettenelektrode f¨ allt, zur¨ uckzuf¨ uhren, da eine bessere Abschirmung der Elektrode
eine Verkleinerung des Artefakts zur Folge hatte. Zum anderen scheint eine Wechselwir-2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 43
kung des Laserlichts mit dem Membranpatch selbst ebenfalls zum Artefakt beizutragen:
Eine vollst¨ andige Abschirmung der Ag+/Ag+-Cl−-Elektrode konnte den Artefakt nicht be-
seitigen. Außerdem trat der Laserartefakt z.T. in Form mehrerer Schwingungen auf, die
sich nicht auf ein kurzzeitiges ¨ Ubersteuern des Verst¨ arkers zur¨ uckf¨ uhren ließen.
Obwohl der Laserartefakt sich nicht beseitigen l¨ asst, kann er zumindest in der Gr¨ oße
minimiert werden, um so ein ¨ Ubersteuern des Patch-Clamp-Verst¨ arkers zu vermeiden.
Hierzu wird kurz vor dem Ausl¨ osen des Laserpulses der ”forced reset“ des Verst¨ arkers
geschaltet. Dadurch wird im kapazitiven Modus des Vorverst¨ arkers der R¨ uckkopplungs-
kondensator entladen. W¨ ahrend dieser Zeitspanne von 50 µs ist der Vorverst¨ arker un-
empﬁndlich gegen¨ uber Eingangssignalen. Durch Aktivieren des ”forced reset“ 25 µsv o r
dem Ausl¨ osen des Laserpulses, werden so z.B. die ersten 25 µs des Signals nach der Pho-
tolyse vom Verst¨ arker ¨ uber eine ”sample and hold“-Schaltung abgedeckt. Damit verliert
man zwar einen Teil der Signalinformation. Aber da der Signalanstieg meist ohnehin
durch den Laserartefakt ¨ uberlagert bzw. durch die Ca2+-Freisetzung limitiert ist, ist die-
ser Informationsverlust vertretbar. Durch das erzwungene Ausl¨ osen des Resets vor dem
Laserpuls wird zudem ein automatisches Ausl¨ osen des Resets w¨ ahrend des eigentlichen
Signals vermieden.
2.3.5 Datenerfassung und -analyse
Zur Datenerfassung und Kontrolle der Messelektronik dient das pClamp 8.0-Software-
paket mit der zugeh¨ origen AD/DA-Wandlerkarte DIGIDATA 1200A der Firma Axon
Instruments. Der AD/DA-Wandler bietet eine 12 Bit Auﬂ¨ osung bei einer maximalen Ein-
gangsspannung von ±10 V. Die maximale Abtastrate betr¨ agt 333.33 kHz. Es k¨ onnen bis
zu 16 Eingangssignale ¨ uber einen Multiplexer aufgezeichnet werden. Bei Verwendung von
zwei Signaleing¨ angen, wie es bei den Photolysemessungen der Fall war, reduziert sich
die maximale Abtastrate daher auf 166.66 kHz, entsprechend einem Sampleintervall von
6 µs. Die Abtastrate des AD/DA-Wandlers wurde entsprechend dem Sampling-Theorem
auf ein Vielfaches der Tiefpassﬁlterfrequenz eingestellt.
Daneben erlaubt der DIGIDATA 1200A die Ausgabe von zwei analogen Signalen (Be-
reich ±10 V, 12 Bit Auﬂ¨ osung) und vier digitalen TTL-Pulsen. Alle Ein- und Ausg¨ ange
des DIGIDATA 1200A lassen sich ¨ uber das Programm Clampex 8.0 auslesen bzw. an-
steuern. Einer der Signaleing¨ ange ist mit dem Ausgang des Patch-Clamp-Verst¨ arkers ver-
bunden, drei weitere dienen zum Auslesen des am Patch-Clamp-Verst¨ arker eingestellten
Verst¨ arkungsfaktors (0.5 bis maximal 500 mV/pA), der Tiefpassﬁlterfrequenz (1 bis ma-
ximal 100 kHz) sowie der Zellkapazit¨ at ¨ uber die ”Telegraph-Funktion“ des Verst¨ arkers. Es
wurde f¨ ur die Messungen ein Verst¨ arkungsfaktor gew¨ ahlt, der eine optimale Ausnutzung
des Eingangsbereiches des DIGIDATA erlaubt. F¨ ur Photolysemessungen wurden typi-
scherweise 10 kHz und f¨ ur L¨ osungswechselexperimente 1 kHz als Tiefpassﬁlterfrequenz
(-3dB-Angaben) benutzt.
Ein Ausgang des DIGIDATA ist mit dem STIM INPUT-Eingang des Patch-Clamp-
Verst¨ arkers verbunden und erlaubt so die Kontrolle des Membranpotentials. Die ”Sti-
mulus Waveform“-Funktion der Clampex-Software erm¨ oglicht die Erstellung von Span-
nungsprotokollen. Synchron zu den Spannungsprotokollen k¨ onnen die TTL-Ausg¨ ange des44 Material und Methoden
DIGIDATA angesteuert werden. Mit einem der TTL-Ausg¨ ange wird der Excimer-Laser
getriggert, um einen Laserpuls auszukoppeln. Da der Laserpuls oftmals zu einem Stro-
martefakt f¨ uhrt, wird mit einem zweiten TTL-Ausgang die ”forced reset“-Funktion des
Verst¨ arkers ausgel¨ ost.
Die relative Energie des Farbstoﬄaserpulses wird ¨ uber eine Fotodiode gemessen, die
¨ uber einen Strom-Spannungswandler verst¨ arkt auf einen zweiten Eingang des DIGIDATA
gegeben wird. Damit kann parallel zum Signal des Patch-Clamp-Verst¨ arkers die Laser-
energie w¨ ahrend eines Experiments kontrolliert werden.
Mit einem weiteren TTL-Ausgang des DIGIDATA k¨ onnen ¨ uber eine Steuerbox die
Ventile zum L¨ osungswechsel geschaltet werden (manuelle Auswahl des zu schaltenden Ven-
tils). Alternativ k¨ onnen die Ventile ¨ uber die zweite ”Stimulus Waveform“ der Clampex-
Software gesteuert werden: Abh¨ angig von der Spannungsh¨ ohe auf dem zweiten analogen
Ausgang des DIGIDATA wird ein Ventil geschaltet (automatische Auswahl des zu schal-
tenden Ventils).
Abbildung 2.11: Blockschaltbild der Messelektronik
Neben der Aufzeichnung des Messsignal mit der Clampex-Software auf dem PC 1
kann das Messsignal auf einem Papierschreiber sowie auf einem zweiten PC mit einer
Kolter AD-Wandlerkarte und der Software KAN1 aufgenommen werden. Dieser zweite
PC ¨ ubernimmt die Funktion eines ”digitalen Kanalschreibers“ (Abtastrate 100 Hz).
Die komplette Verschaltung der Steuer- und Messelektronik ist in einem Blockschalt-
bild in Abbildung 2.11 dargestellt.
Bei der Aufzeichnung der Stromsignale wurde die in der Elektrophysiologie ¨ ubli-
che Vorzeichenkonvention ber¨ ucksichtigt: Ein Strom positiver Ionen ¨ uber die Membran
von der extrazellul¨ aren Seite (im Inside-out Patch: der Pipettenl¨ osung zugewandten Sei-
te) zur intrazellul¨ aren (der Badl¨ osung zugewandten) Seite ist ein Einw¨ artsstrom. Dieser2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 45
Einw¨ artsstrom wird nach unten dargestellt. Entsprechend gilt bei umgekehrter Fluss-
richtung (Ausw¨ artsstrom) bzw. bei einem Fluss negativer Ionen das Gegenteilige. Das
eingestellte Membranhaltepotential gibt immer das Potential auf der intrazellul¨ aren Seite
der Membran an.
Die Auswertung der aufgezeichneten Daten erfolgte ¨ uber das Programm Clampﬁt 8.0
des pClamp-Softwarepakets. Dieses wurde insbesondere zur Durchf¨ uhrung der Fits der
Relaxationsmessungen verwendet. Als Fitfunktion wurde eine Summe aus Standardexpo-
nentialfunktionen verwendet:
f(t)=
n 
i=1
Ai · exp(−
t
τi
)+C
Dabei wurde eine Levenberg-Marquadt-Methode mit einer Least Square-Approximation
ohne Gewichtung der Daten als Fitalgorithmus benutzt. Als Konvergenzkriterium wurde
eine Genauigkeit von 10−6 verwendet:
|
N 
n=1
(yn,m − fm(t,P))
2 −
N 
y=1
(yn,m+1 − fm+1(t,P))
2 |≤ 10
−6
(yn: Datenpunkt, f(t,P): Fitfunktion mit Parameterset P, m: Iterationsindex)
F¨ ur die Erstellung der Abbildungen aus den gewonnenen Daten sowie f¨ ur statisti-
sche Auswertungen wurde das Programm Microcal Origin 6.0 verwendet. Konzentrati-
onsabh¨ angigkeiten wurden mit einer Michaelis-Menten-Kinetik
I = Imax ·
[S]
KM +[ S]
(I: Strom, Imax: maximaler Strom bei s¨ attigender Substratkonzentration, [S]: Substratkonzentration,
KM: Michaelis-Konstante)
bzw. mit einer Hill-Funktion
I = Imax ·
[S]n
Kn
0.5 +[ S]n
(n: Hill-Koeﬃzient, K0.5: Halbs¨ attigungskonzentration)
angeﬁttet.
Simulationen zu den gewonnenen Daten wurden mit dem Programm Scientist 2.01
durchgef¨ uhrt, das ein numerisches L¨ osen von Diﬀerentialgleichungssystemen erlaubt.
2.3.6 Verwendete L¨ osungen f¨ ur die Patch-Clamp-Messungen
Nachfolgend sind die verwendeten Bad- und Pipettenl¨ osungen aufgef¨ uhrt. Zum Ansetzen
der L¨ osungen wurde Wasser aus einer Seralpur Reinstwasseranlage verwendet, das eine
speziﬁsche Leitf¨ ahigkeit von weniger als 0.06 µS/cm aufweist. Die L¨ osungen wurden steril
ﬁltriert (Filterporengr¨ oße 0.22 µm) und anschließend k¨ uhl gelagert.
Da die beiden untersuchten Membranproteine Ca2+-abh¨ angig sind, spielt die Ca2+-
Puﬀerung durch Ca2+-Chelatoren eine wichtige Rolle. Soweit nicht anders angegeben,46 Material und Methoden
wurde f¨ ur Messungen der Ca2+-Konzentrationsabh¨ angigkeit das freie Ca2+ durch Mi-
schen einer Ca2+-Chelator-gepuﬀerten Ca2+-freien L¨ osung mit einer Ca2+-haltigen, eben-
falls gepuﬀerten L¨ osung eingestellt. Das Mischungsverh¨ altnis wurde ¨ uber das Programm
WinMaxc berechnet.
F¨ ur die Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen wurde auf Na+ in den
L¨ osungen verzichtet, um eine ¨ Uberlagerung des Chloridstromsignals mit dem des en-
dogenen spannungsabh¨ angigen Na+-Kanals in der Oozytenmembran (Baud et al., 1982,
Rettinger, 1999) bei den Spannungssprungexperimenten zu vermeiden. Das Na+ wurde
durch NMG(N-Methyl-D-G lucamin) ersetzt. Bei den Messungen am Na +-Ca2+-Austau-
scher, wo Na+ z.T. in den L¨ osungen notwendig war, hat dieser Na+-Kanal aufgrund der
schnellen Kinetik des Na+-Ca2+-Austauschers keine Rolle gespielt. Stattdessen mussten
die L¨ osungen hier chloridfrei sein, da sonst der Na+-Ca2+-Austauscher-Strom vom vielfach
st¨ arkeren Signal der endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale ¨ uberlagert worden w¨ are.
Das Ansetzen der DM-Nitrophen-L¨ osungen verdiente eine besondere Aufmerksamkeit,
da die Beladung mit Ca2+ einen Einﬂuss auf die Qualit¨ at des Experiments hatte: Zum
einen sollte das freie Ca2+ in der L¨ osung m¨ oglichst niedrig sein, um eine Aktivierung
des Membranproteins bereits vor dem Photolyseexperiment zu vermeiden. Zum anderen
sollte die Beladung mit Ca2+ m¨ oglichst hoch sein, um das Auftreten eines ”Ca2+-Spikes“
zu vermeiden (siehe auch Seite 39). Zur Kontrolle der Beladung von DM-Nitrophen mit
Ca2+ wurde der Ca2+-sensitive Fluoreszenzfarbstoﬀ FLUO-3 verwendet.
Zur Kontrolle der Beladung der DMN-L¨ osungen mit Ca2+ wurden eine Ca2+-freie
DMN-L¨ osung und eine Ca2+-¨ ubers¨ attigte DMN-L¨ osung (mit jeweils gleicher DMN- und
FLUO-3-Konzentration in Badpuﬀer) verwendet. Aus der Ca2+-freien und der Ca2+-
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Abbildung 2.12: Fluo-3-Kalibrierungskurve
Beispiel einer Fluo-3-Kalibrierungskurve, die zur Kontrolle der Beladung einer DM-Nitrophen-L¨ osung
erstellt wurde. Der KD-Wert wurde durch einen Fit mit einer Michalis-Menten-Funktion zu 800 nM
bestimmt. Die Abweichung von dem vom Hersteller angegebenen KD-Wert von 380 nM ist vermutlich
auf andere Versuchsbedingungen zur¨ uckzuf¨ uhren. H¨ ohere KD-Werte f¨ ur FLUO-3-Partien des gleichen
Herstellers wurden auch von anderen Gruppen gemessen (Escobar et al., 1997).
¨ ubers¨ attigten L¨ osung konnte die minimale FLUO-3-Fluoreszenz Fmin [a.u.] und die maxi-
male Fluoreszenz Fmax [a.u.] bestimmt werden, die f¨ ur die Bestimmung der freien Ca2+-2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 47
Konzentration in der eigentlichen DMN-L¨ osung ¨ uber die Fluoreszenz F [a.u.] und der
Formel
c = K
Fluo3
D ·
F − Fmin
Fmax − F
notwendig sind. Der KD-Wert wurde zuvor ¨ uber eine Kalibrierungskurve (siehe Abbil-
dung 2.12) f¨ ur das verwendete FLUO-3-Lot ermittelt. Durch Titration konnte das freie
Ca2+ auf die gew¨ unschte H¨ ohe von ca. 500 nM (f¨ ur Na+-Ca2+-Austauscher-Messungen)
bzw. 100 nM (f¨ ur CLCA-Messungen) eingestellt werden. F¨ ur jede gew¨ unschte DMN-Kon-
zentration musste dieses Vorgehen wiederholt werden, da DM-Nitrophen die FLUO-3-
Fluoreszenz quencht (Zucker, 1992) und daher Fmax einer niedrigen DMN-Konzentration
nicht mit Fmax einer hohen DMN-Konzentration vergleichbar ist. Dieser Quenching-Eﬀekt
beeinﬂusst nicht die Ca2+-Aﬃnit¨ at des Fluoreszenzfarbstoﬀs. Die Endkonzentration von
FLUO-3 in den L¨ osungen lag unter 150 nM. Die durch diese niedrige Konzentration auf-
tretenden Ca2+-Puﬀereﬀekte durch das FLUO-3 beeinﬂussten die Konzentrationssprung-
experimente daher nicht.
Der pH-Wert der L¨ osungen musste ebenfalls kontrolliert werden, da die Ca2+-Bindung
an DM-Nitrophen pH-abh¨ angig ist. Da s¨ amtliche L¨ osungen pH-gepuﬀert waren, erga-
ben sich hier in der Regel nur minimale Abweichungen. Die erfolgreiche Beladung des
DM-Nitrophen zeigte sich letztendlich bei der Messung am Patch: Beim Equilibrieren ei-
ner DM-Nitrophen-L¨ osung mit einem Na+-Ca2+-Austauscher-exprimierenden Makropatch
sollte nur eine sehr schwache bzw. keine Aktivierung des Na+-Ca2+-Stroms erfolgen.
¨ Ubersicht ¨ uber die verwendeten L¨ osungen
(alle Angaben in mM)
Allgemeine Oozytenl¨ osungen
ORI (Oozyten-Ringer-L¨ osung:
115 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2,2C a C l 2, 5 HEPES, pH-Wert 7.4 mit HCl
ORI-Pen/Stryp:
wie L¨ osung ORI, aber mit 9.5 mg/l Penicillin und 10 mg/l Streptomycin versetzt
Shrink-L¨ osung:
wie L¨ osung ORI, aber mit 250 mM K-MES versetzt, um einen hyperosmotischen Eﬀekt zu erreichen
Seal-L¨ osung:
85 Asp, 20 TEA-Cl, 90 NMG, 0.5 EGTA, 0.5 MgCl2, 10 HEPES, pH-Wert 7.4 mit NMG
Bei den Messungen zum Na+-Ca2+-Austauscher wurde das TEA-Cl auf 5 mM reduziert, um ein eventu-
elles Kontaminieren der Pipettenl¨ osung mit Chlorid w¨ ahrend der Sealbildung zu vermeiden.
L¨ osungen f¨ ur Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
Pipettenl¨ osung:
105 NMG, 105 HCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 5 HEPES, pH-Wert 7.4 mit NMG, insgesamt 114 mM Cl−
Badl¨ osung mit Ca2+ f¨ ur L¨ osungswechsel:
105 NMG, 75 Asp, 5 TEA-Cl, 10 EDTA, 11 Ca2+-Gluconat, 10 HEPES, pH-Wert 7.4 mit NMG, insge-
s a m t5m MC l −48 Material und Methoden
Badl¨ osung ohne Ca2+ f¨ ur L¨ osungswechsel:
105 NMG, 85 Asp, 5 TEA-Cl, 10 EDTA, 0 Ca2+-Gluconat, 10 HEPES, pH-Wert 7.4 mit NMG, insgesamt
5m MC l −
Durch Mixen der Ca2+-freien mit der Ca2+-haltigen Badl¨ osungen wurden L¨ osungen verschiedener freier
Ca2+-Konzentrationen hergestellt.
DM-Nitrophenl¨ osungen f¨ ur Photolyseexperimente:
95 NMG, 85 Asp, 5 TEA-Cl, 10 HEPES, pH-Wert 7.4 mit NMG, insgesamt 5 mM Cl−
Dieser Grundl¨ osung wurde Ca2+-Gluconat und DM-Nitrophen zutitriert, um die gew¨ unschte DMN-
Konzentration bei entsprechend eingestelltem freiem Ca2+ zu erlangen.
Badl¨ osung mit hoch Cl− f¨ ur Spannungssprungexperimente:
110 NMG, 100 HCl, 15 TEA-Cl, 10 HEPES, 1 EGTA, pH-Wert 7.4 mit NMG, insgesamt 115 mM Cl−
Ca2+-Cyclamat wurde zutitriert, um Ca2+-freie bzw. Ca2+-haltige L¨ osungen zu erhalten.
Badl¨ osung mit niedrig Cl− f¨ ur Spannungssprungexperimente:
95 NMG, 85 Asp, 5 TEA-Cl, 10 HEPES, 1 EGTA, pH-Wert 7.4 mit NMG, insgesamt 5 mM Cl−
Ca2+-Cyclamat wurde zutitriert, um Ca2+-freie bzw. Ca2+-haltige L¨ osungen zu erhalten.
L¨ osungen f¨ ur Messungen am Na+-Ca2+-Austauscher
Pipettenl¨ osung mit hoch Ca2+:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 5 Ca2+-Cyclamat, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Pipettenl¨ osung mit niedrig Ca2+:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 0.1 Ca2+-Cyclamat, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
5 bzw. 10 mM MgCl2 wurden z.T. zugef¨ ugt, da die Ausbildung eines Gigaohmseals sonst nur erschwert
m¨ oglich war.
Pipettenl¨ osung mit Strontium:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 5 Sr2+-Acetat, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Pipettenl¨ osung mit Barium (1):
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 5 Ba2+-Acetat, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Pipettenl¨ osung mit Barium (2):
65 LiOH, 10 TEA-OH, 3 CsOH, 65 MES, 50 Ba2+-Acetat, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Pipettenl¨ osung mit Natrium:
100 NaOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 1 EGTA, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Badl¨ osung mit Natrium:
100 NaOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 1 EGTA,110 MES, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Badl¨ osung mit Ca2+:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 100 MES, 5 EGTA, 6 Ca2+-Cyclamat, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit
MES
Badl¨ osung ohne Ca2+:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 100 MES, 5 EGTA, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Durch Mixen der Ca2+-freien mit der Ca2+-haltigen Badl¨ osungen wurden L¨ osungen verschiedener freier
Ca2+-Konzentrationen hergestellt.
Badl¨ osung mit Chymotrypsin:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Dieser Grundl¨ osung wurde 1 mg/ml Chymotrypsin hinzugef¨ ugt.2.3. Elektrophysiologische Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik 49
DM-Nitrophen-L¨ osungen f¨ ur Photolyseexperimente:
100 LiOH, 15 TEA-OH, 5 CsOH, 110 MES, 5 HEPES, pH-Wert 7.15 mit MES
Dieser Grundl¨ osung wurden Ca2+-Cyclamat und DM-Nitrophen zutitriert, um die gew¨ unschte DMN-
Konzentration bei entsprechend eingestelltem freiem Ca2+ zu erlangen.50 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
Kapitel 3
Messungen an den Ca2+-aktivierten
Chloridkan¨ alen
In diesem Abschnitt werden die Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen dar-
gestellt. Die Messungen erfolgten zum einen im L¨ osungswechselexperiment, bei dem der
Membranpatch mit verschiedenen Ca2+-haltigen L¨ osungen perfundiert wurde. Zum an-
deren wurden die Messungen mittels Photolyse von DM-Nitrophen durchgef¨ uhrt. Die
L¨ osungswechselexperimente wurden zum Teil mit zeitaufgel¨ osten Spannungsspr¨ ungen kom-
biniert. Die Spannungssprung- und die Photolyseexperimente erlaubten im Gegensatz zum
einfachen L¨ osungswechselexperiment die Aufzeichnung von vorstation¨ aren Str¨ omen. Al-
le Messungen wurden in der inside-out-Patch-Konﬁguration durchgef¨ uhrt. Sofern nicht
anders angegeben betrug die extrazellul¨ are (Pipetten-) Chloridkonzentration 114 mM,
die intrazellul¨ are (Bad-) Konzentration 5 mM. Alle Ca2+-L¨ osungen wurden mit EDTA
gepuﬀert.
3.1 Station¨ are Str¨ ome im L¨ osungswechselexperiment
F¨ ur die Aktivierung von station¨ aren Chloridstr¨ omen wurde der Membranpatch mit ver-
schiedenen Ca2+-haltigen L¨ osungen perfundiert. Die Ca2+-Konzentration variierte dabei
zwischen 0 mM (EDTA-gepuﬀerte L¨ osung ohne nominelles Ca2+), bei der die Chlorid-
kan¨ ale nicht durch intrazellul¨ ares Ca2+ aktiviert werden konnten, und 1 mM Ca2+ als
supers¨ attigende Ca2+-Konzentration. Als Filterfrequenz wurde 1 kHz, die kleinstm¨ ogliche
Einstellung am Axopatch-Verst¨ arker, verwendet und das Signal mit einer Abtastrate von
500 Hz digitalisiert, was f¨ ur die L¨ osungswechselexperimente mehr als ausreichte.
Ein typisches L¨ osungswechselexperiment ist in Abb. 3.1 dargestellt. Wie in der Abbil-
dung erkennbar ist, zeigt der Chloridstrom eine stetige Abnahme w¨ ahrend des Versuchs-
verlaufs. Innerhalb von 10 Minuten ist die maximale Stromamplitude auf weniger als
die H¨ alfte der maximalen Stromamplitude zu Versuchsbeginn abgefallen. Dieser als Run-
down bekannte Eﬀekt ist vermutlich auf das Auswaschen bzw. Fehlen von intrazellul¨ aren,
nicht Membran-gebundenen Komponenten im excised Patch zur¨ uckzuf¨ uhren. Durch diese
stetige Signalabnahme wurde das Auswerten der Daten erschwert, da so eine nicht-s¨ atti-
gende Ca2+-Konzentration zu Versuchsbeginn eine gr¨ oßere Stromantwort hervorgerufen3.1. Station¨ are Str¨ ome im L¨ osungswechselexperiment 51
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Abbildung 3.1: Beispiel eines L¨ osungswechselexperiments an den Ca2+-aktivierten Chlo-
ridkan¨ alen
Der Ca2+-aktivierte Chloridstrom zeigt w¨ ahrend des Versuchsverlaufs eine stetige Abnahme. Eine s¨ atti-
gende Ca2+-Konzentration von 1 mM dient zur Rundown-Korrektur, indem der Chloridstrom bei nicht-
s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen auf diese maximale Stromantwort normiert wurde.
hat, als eine s¨ attigende Ca2+-Konzentration zum Versuchsende. Daher wurde zwischen
den Ca2+-Testl¨ osungen von 0.1 bis 5 µM regelm¨ aßig ein s¨ attigender Puls von 1 mM Ca2+
appliziert. Der station¨ are Strom der jeweiligen Ca2+-Konzentration wurde dann mittels
dieses 1 mM-Ca2+-Pulses normiert, um so eine einfache Rundown-Korrektur zu erhalten.
Wie Abbildung 3.2 zeigt, l¨ oste diese Korrektur allerdings nicht alle mit dem Rundown
verbundenen Probleme. W¨ ahrend eines Experiments kam es z.T. zu einer Verschiebung
der relativen Stromantworten bezogen auf die s¨ attigende Ca2+-Konzentration: Wie in Ab-
bildung 3.2 ersichtlich betrug die Signalh¨ ohe bei einer Ca2+-Konzentration von 250 nM
ca. ein Viertel der maximalen Stromantwort. W¨ ahrend im Versuchsverlauf der Maximal-
strom auf die H¨ alfte abgefallen war, war die Signalabnahme bei der nicht-s¨ attigenden
Ca2+-Konzentration weniger stark ausgepr¨ agt: Das Stromsignal bei 250 nM Ca2+ er-
reichte nun ca. ein Drittel der maximalen Stromh¨ ohe. Diese oﬀenbare Verschiebung der
Ca2+-Aﬃnit¨ aten im Versuchsverlauf f¨ uhrte dementsprechend zu Schwankungen bei der
Bestimmung der Ca2+-Aﬃnit¨ at der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale.
In Abbildung 3.7 ist die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale bei
0 mV Membranpotential dargestellt. Die Konzentrationsabh¨ angigkeit wurde sowohl mit
einer Michaelis-Menten-Kinetik (Hill-Funktion mit Hill-Koeﬃzient n = 1) als auch mit ei-
ner Hill-Funktion mit frei laufendem Hill-Koeﬃzienten geﬁttet: Der Fit mit der Michaelis-
Menten-Kinetik ist deutlich schlechter als der Fit mit der Hill-Funktion bei frei laufendem
Hill-Koeﬃzienten. Als Fitparameter haben sich dabei eine Halbs¨ attigungskonzentration
KD =0 .50 ± 0.02 µMC a 2+ und ein Hill-Koeﬃzient von n =1 .98 ± 0.12 ergeben (Mittel-
werte aus 4 Membranpatches, Angaben jeweils x ± SD). Die gefundenen Parameter f¨ ur
die Halbs¨ attigungskonzentration KD und dem Hillkoeﬃzienten gr¨ oßer eins liegen damit im52 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
0 50 100 400 450 500
0
1
2
3
4
5
6
7 0.1
1 1 1 1
µ M Ca
2+ 0.25 0.25 0.1
mM Ca
2+
S
t
r
o
m
 
[
n
A
]
Zeit [s]
Abbildung 3.2: Rundown-Eﬀekt auf die Ca2+-Aﬃnit¨ at der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale
Das Verh¨ altnis der Stromamplitude der Testl¨ osung (hier 0.25 µM) zur Stromamplitude der maximal akti-
vierenden L¨ osung verschiebt sich z.T. w¨ ahrend eines Experiments durch den Signal-Rundown: bei der hier
gezeigten Messung von anfangs ca. 1/4 auf sp¨ ater ca. 1/3. Dadurch bedingt kommt es zu Schwankungen
bei der Bestimmung der Ca2+-Aﬃnit¨ at der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale.
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Abbildung 3.3: Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Chlorid-Stromes
Dargestellt ist die Ca2+-Konzentrationsabh¨ angigkeit der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale. Die Konzentra-
tionsabh¨ angigkeit l¨ asst sich am besten mit einer Hill-Funktion mit einem Hill-Koeﬃzienten n gr¨ oßer eins
ﬁtten. Der Fit mit einer Michaelis-Menten-Kinetik (Hill-Funktion mit Hill-Koeﬃzient n = 1) ist deutlich
schlechter. Als Fitparameter ergaben sich: KD =0 .50 ± 0.02µMu n dn =1 .98 ± 0.12 (Mittelwerte aus 4
Membranpatches, Angaben in x ± SE, die Stromamplituden wurden auf die Stromantwort s¨ attigender
Ca2+-Konzentrationspulse normiert, um den Signal-Rundown zu korrigieren).3.2. Vorstation¨ are Str¨ ome im Photolyseexperiment 53
Bereich der Literaturwerte f¨ ur andere Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale. Der Hill-Koeﬃzient
gr¨ oßer eins deutet dabei auf eine Bindung von mehr als einem Ca2+-Ion hin.
3.2 Vorstation¨ are Str¨ ome im Photolyseexperiment
In diesem Abschnitt werden die Photolysemessungen an den Ca2+-aktivierten Chlorid-
kan¨ alen beschrieben. F¨ ur die Photolysemessungen wurde der Membranpatch mit DM-
Nitrophen-L¨ osungen unterschiedlicher Konzentration equilibriert und anschließend ein
UV-Laserpuls (λ = 308 nm) ¨ uber die Quarzglasfaser in das Messvolumen eingekoppelt,
um so einen Ca2+-Konzentrationssprung durchzuf¨ uhren. Als Problem stellte sich dabei
die Instabilit¨ at des Membranpatches gegen¨ uber der Laserenergie dar, die oftmals zum
Zusammenbruch des Sealwiderstandes f¨ uhrte. Desweiteren verursachte der Laserpuls z.T.
ein St¨ orsignal, das die ersten 100 µs nach Ausl¨ osen des Pulses andauerte. Dieser Laser-
artefakt konnte durch die Reset-Funktion des Verst¨ arkers in der Gr¨ oße reduziert werden.
Da die Stromsignale der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale zudem recht groß (oftmals meh-
rere Nanoampere) waren und sich in einem langsameren Zeitbereich abspielten, st¨ orte
dieser Restartefakt die Messungen nicht. F¨ ur die Aufzeichnung wurde typischerweise eine
Filterfrequenz von 5 kHz und eine Samplerate von 20 kHz verwendet.
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Abbildung 3.4: Beispiel eines Stromsignals nach Ca2+-Konzentrationssprung mittels Pho-
tolyse von DM-Nitrophen
A Der Signalanstieg nach einem Ca2+-Sprung mittels Photolyse von DM-Nitrophen (Laserpuls zum Zeit-
punkt t =0 )l ¨ asst sich mit einer monoexponentiellen Funktion mit τ = 23 ms ﬁtten. Der kleine transiente
Signalanteil zu Beginn ist auf den nicht vollst¨ andig durch den forced-reset (Dauer: 50 µs) abgedeckten
Laserartefakt zur¨ uckzuf¨ uhren.
B Halblogarithmische Darstellung des Signals aus A: Dem eigentlichen Signalanstieg geht eine Verz¨ oge-
rungsphase (”lag phase“) voraus.
(Membranpotential 0 mV, DMN-Konzentration 5 µM, Laserenergiedichte 280 mJ/cm2,f r e i eC a 2+-
Konzentration nach der Photolyse ca. 0.6 µM (abgesch¨ atzt ¨ uber den station¨ aren Strom))
Abbildung 3.4 zeigt ein typisches vorstation¨ ares Stromsignal, das mit der Photoly-
se von DM-Nitrophen gewonnen wurde. Die freie Ca2+-Konzentration wurde ¨ uber den
station¨ aren Strom zu 0.6 µM abgesch¨ atzt. Der Signalanstieg l¨ asst sich mit einer mono-54 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
exponentiellen Funktion anpassen. Die Zeitkonstante betr¨ agt bei dieser nicht-s¨ attigenden
Ca2+-Konzentration 23 ms. Wie in Abbildung 3.4B ersichtlich ist, ist der eigentliche Si-
gnalanstieg gegen¨ uber dem Beginn des Ca2+-Sprungs (Laserpuls zum Zeitpunkt t=0, er-
kennbar am Rest des Laserartefakts) verz¨ ogert. Diese Verz¨ ogerungsphase (”lag phase“) ist
deutlich schneller als der Signalanstieg. Das Auftreten einer Lagphase ist f¨ ur die sp¨ atere
Interpretation eines m¨ oglichen Reaktionsmodells von Bedeutung.
Als problematisch erwies sich das Auswerten dieser Lagphase, da sie sich nicht mit
einer einfachen Exponentialfunktion anpassen l¨ asst. Ein Anpassen der Lagphase mit einer
Summe von Exponentialfunktionen (vgl. Fuortes und Hodgkin, 1964, Grewer, 1999) ist
zwar prinzipiell m¨ oglich. Allerdings sollte dann ein kinetisches Modell (Gating-Modell)
zugrunde liegen, in dessen Rahmen diese Vorgehensweise gerechtfertigt ist. Dies traf f¨ ur
die Interpretation eines Reaktionsmodells f¨ ur die Chloridkan¨ ale nicht zu (siehe sp¨ atere
Diskussion), sodass auf eine quantitative Auswertung der Lagphase verzichtet wurde.
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Abbildung 3.5: Auswirkung des Signal-
Rundowns auf den vorstation¨ aren Strom an
einem exemplarischen Membranpatch
A Rundown des Spitzenstromsignals bei s¨ attigender Ca2+-Freisetzung an einem exemplarischen Mem-
branpatch. In weniger als 10 Minuten ist das Signal auf die H¨ alfte des Anfangswertes abgefallen. Der
station¨ are Spitzenstrom im Photolyseexperiment zeigt damit das gleiche Verhalten wie im L¨ osungswech-
selexperiment.
B Die Geschwindigkeitskonstante 1/τAnstieg des Signalanstiegs ist unabh¨ angig vom Rundown des Spit-
zenstroms. Sie liegt relativ konstant bei ca. 300 s−1.
C Vergleich der Lagphase vor (grau) und nach (schwarz) 6 Minuten Signalrundown: W¨ ahrend der Spitzen-
strom auf die H¨ alfte abgefallen ist, zeigt die Lagphase keine Ver¨ anderung w¨ ahrend des Signalrundowns.
(Membranpotential 0 mV, DMN-Konzentration 550 µM, Laserenergiedichte 280 mJ/cm2, freies Ca2+
nach Photolyse ca. 70 µM)3.2. Vorstation¨ are Str¨ ome im Photolyseexperiment 55
Da sich bei den station¨ aren Messungen im L¨ osungswechselexperiment ein stark aus-
gepr¨ agter Rundown-Eﬀekt zeigte, galt es zun¨ achst zu kl¨ aren, inwieweit dieser die Kinetik
(das heißt, die Lag- und Anstiegsphase) beeinﬂusst.
Abbildung 3.5 A–C zeigt die Auswirkungen des Rundowns auf den vorstation¨ aren
Strom der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale am Beispiel eines exemplarischen Membran-
patchs. In Abb. 3.5A ist der Spitzenstrom nach einem s¨ attigenden Ca2+-Sprung darge-
stellt: Dieser zeigt wie beim L¨ osungswechselexperiment eine stetige Abnahme, sodass nach
30 Minuten der Spitzenstrom auf unter ein Zehntel des Anfangswertes abgefallen ist. In
Abb. 3.5B ist die Geschwindigkeitskonstante des Signalanstiegs 1/τAnstieg gegen die Zeit
aufgetragen: Diese ist im Gegensatz zur Signalamplitude konstant bei ca. 300 s−1. Der
Rundown hat auf die Geschwindigkeitskonstante des Signalanstiegs demnach keinen Ein-
ﬂuss. Da die Lagphase nicht quantitativ ausgewertet werden kann, ist in Abb. 3.5C ein
qualitativer Vergleich der Lagphase vor und nach einem 6-min¨ utigen Signalrundown zu
sehen. Die Stromsignale wurden beide normiert und in einer logarithmischen Zeitskala
aufgetragen. Vor der Normierung betrug der Spitzenstrom nach 6 Minuten nur noch die
H¨ alfte des Anfangswertes (1410 vs. 3090 pA). Die Lagphase ist, wie schon der Signal-
anstieg, nach s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen unbeeinﬂusst vom Rundown des
Ca2+-aktivierten Chloridstroms.
3.2.1 Ca2+-Abh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Chloridstroms
Nachdem im L¨ osungswechselexperiment die Ca2+-Abh¨ angigkeit bestimmt wurde, sollte
auch der Einﬂuss der Ca2+-Konzentration auf den vorstation¨ aren Strom untersucht wer-
den. Hierzu musste die Ca2+-Konzentration ¨ uber die photolytische Freisetzung variiert
werden. Dazu wurde zum einen die Laserenergie mit Grauﬁltern abgeschw¨ acht. Da sich
bei zu niedrigen Laserenergien und damit zu niedriger Photolyserate ein Ca2+-Spike aus-
bildet, wurden zum anderen unterschiedliche DM-Nitrophen-Konzentrationen eingesetzt.
Die DMN-Konzentrationen variierten dabei zwischen 1.8 und 550 µM. Das freie Ca2+
nach dem Laserpuls wurde ¨ uber den Maximalstrom und dem zuvor im L¨ osungswechsel
bestimmten KD-Wert f¨ ur die Ca2+-Aﬃnit¨ at abgesch¨ atzt. Bei h¨ oheren, beinahe s¨ attigenden
Ca2+-Konzentrationen, wo dieses Verfahren aufgrund des Signal-Rundowns zu ungenau
w¨ are, wurde die freie Ca2+-Konzentration ¨ uber die eingesetzte Laserenergie und der DMN-
Konzentration bestimmt. Hierzu wurde zuvor der Photolyseumsatz pro Laserenergie aus
dem Maximalstrom bei subs¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen bestimmt. Zur Rundown-
Korrektur wurde der Maximalstrom bei s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen her-
angezogen.
Abbildung 3.6A und B zeigt den vorstation¨ aren Strom bei verschiedenen Ca2+-Kon-
zentrationen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Signale auf den gleichen stati-
on¨ aren Strom normiert. Dabei zeigen der Signalanstieg und die Lagphase eine deutliche
Ca2+-Abh¨ angigkeit: Beide werden mit abnehmender Ca2+-Konzentration deutlich langsa-
mer. Wie in Abbildung 3.6B (Ca2+-Abh¨ angigkeit der Lagphase) zu sehen ist, werden bei
100 nM  Ca2+ nach der Photolyse 10% des Maximalstroms erst nach 200 ms erreicht. Bei
einer s¨ attigenden Ca2+-Konzentration von ≈55 µM ist dies bereits nach 500 µs der Fall.
Abbildung 3.6C zeigt den Einﬂuss des Ca2+-Konzentrations-Spikes durch unzureichenden56 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
Photolyseumsatz auf den vorstation¨ aren Strom. Die Ca2+-Freisetzung wurde hier allein
¨ uber die Laserenergie variiert (bei einer DMN-Konzentration von 550 µM). Bei Ca2+-
Konzentrationsspr¨ ungen kleiner 5 µM (entsprechend einem Photolyseumsatz unter 5%)
zeigt die Lagphase nur eine schwache Ca2+-Abh¨ angigkeit und ist schneller, vergleicht man
Abbildung 3.6B und C.
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Abbildung 3.6: Ca2+-Abh¨ angigkeit des vor-
station¨ aren Chloridstroms
A Vergleich des Signalanstiegs bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen. Der Signalanstieg wird
deutlich langsamer je niedriger die Ca2+-Konzentration ist.
B Halblogarithmische Darstellung der Signale aus (A). Auch die Lagphase zeigt eine starke Ca2+-
Abh¨ angigkeit: Der Anstieg auf 10% des Maximalstroms erfolgt bei 100 nM freiem Ca2+ nach 200 ms,
bei 55 µM bereits nach 500 µs.
(DMN-Konzentrationen: 550 µM (entsprechend  Ca2+ 55 und 5.6 µM nach Photolyse), 20, 6.5, 1.8 µM
( Ca2+ 2.5, 0.6, 0.22 und 0.1 µM) Die Signale wurden auf den station¨ aren Strom normiert. Signale von
5 Patches.)
C Einﬂuss des Ca2+-Spikes auf den vorstation¨ aren Strom: Die Ca2+-Konzentration wurde allein ¨ uber
die Laserenergie variiert. Die Lagphase zeigt bei Photolyseums¨ atzen <5% ( Ca2+ <5 µM) nur eine
schwache Ca2+-Abh¨ angigkeit im Vergleich zu B. (DMN-Konzentration 550 µM, Daten von einem Patch)
In Abbildung 3.7 ist die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des Si-
gnalanstiegs bei 0 mV Membranpotential zu sehen. Sie nimmt mit zunehmender Ca2+-
Konzentration zu und s¨ attigt schließlich bei hohen Ca2+-Konzentrationen. Die Ca2+-
Abh¨ angigkeit von 1/τ wurde dabei auf zwei verschiedenen Wegen angeﬁttet: Zum einen
erfolgte die Anpassung mit einer Hill-Funktion mit einem Hill-Koeﬃzienten n=2, zum3.2. Vorstation¨ are Str¨ ome im Photolyseexperiment 57
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Abbildung 3.7: Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstante des Stromanstiegs
Die Geschwindigkeitskonstante wird mit zunehmender Ca2+-Konzentration gr¨ oßer und s¨ attigt bei ho-
hen Ca2+-Konzentrationen. Ein Fit mit einer Regressionsgeraden liefert im Bereich niedriger Ca2+-
Konzentrationen ein besseres Ergebnis als ein Fit mit einer Hill-Funktion mit einem Hill-Koeﬃzienten
n=2. Dies erlaubt R¨ uckschl¨ usse auf die Zuordnung des Signalanstiegs des vorstation¨ aren Stroms zum
Kanal¨ oﬀnen/-Schließen bzw. zum Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritt.
(Daten von 12 verschiedenen Membranpatches, Membranpotential 0 mV, Fehler in x ± SD)
anderen wurde der Signalanstieg mit einer linearen Regression ausgewertet. Der Fit mit
einer Hill-Funktion mit einem Hill-Koeﬃzienten n=2 ist insbesondere bei niedrigen Ca2+-
Konzentrationen kleiner 1 µM nicht sehr gut, w¨ ahrend die lineare Regressionsgerade die-
sen Bereich besser widerspiegelt. Dieses Ergebnis wird sich ebenfalls in der sp¨ ateren Dis-
kussion als wichtig f¨ ur die Aufstellung eines Reaktionsmodell herausstellen, da damit
R¨ uckschl¨ usse auf die Zuordnung des Signalanstiegs des vorstation¨ aren Stroms zum Ka-
nal¨ oﬀnen/-Schließen bzw. zur Ca2+-Bindung/Dissoziation m¨ oglich sind.
3.2.2 Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Chloridstroms
Neben der Ca2+-Abh¨ angigkeit kann auch die Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren
Stroms Hinweise auf das zugrunde liegende Gating-Modell liefern. Als problematisch stell-
te sich dabei die Instabilit¨ at der Membranpatches bei der Photolyse bei von 0 mV ver-
schiedenen Membranpotentialen heraus.
Abbildung 3.8 A und B zeigt die Spannungsabh¨ angigkeit des Maximalstroms nach ei-
nem photolytischen Ca2+-Sprung an einem exemplarischem Membranpatch. Hierzu wurde
der Membranpatch zu Beginn des Experiments auf das gew¨ unschte Haltepotential ge-
klemmt. Der Maximalstrom nach einem Ca2+-Konzentrationssprung per Photolyse beim
jeweiligen Haltepotential wurde auf den Maximalstrom bei 0 mV zu Versuchsende nor-
miert (R¨ ucksprung auf 0 mV, siehe Abb. 3.8 B), um so den Signalrundown im Lau-
fe des Experiments korrigieren zu k¨ onnen. Die Strom-Spannungskennlinie (Abb. 3.8 A)
zeigt eine Ausw¨ artsgleichrichtung. Allerdings tritt sie nur bei nichts¨ attigenden Ca2+-58 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
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Abbildung 3.8: Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms bei s¨ attigender Ca2+-
Freisetzung mittels Photolyse
A Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms an einem exemplarischem Membranpatch. Das Stromsignal
zeigt eine deutliche Abweichung von einer linearen Strom-Spannungskennlinie. Bei negativem Membran-
potential ist dies haupts¨ achlich durch den Chloridgradienten bedingt, die leichte Abweichung bei positi-
vem Membranpotential muss dagegen andere Ursachen haben.
B Korrektur des Rundown-Eﬀekts des Signals aus A. Der Wert des Stromsignals beim R¨ ucksprung auf
0 mV (siehe angegebenes Spannungsprotokoll) wird zur Korrektur herangezogen.
(freies Ca2+ nach Photolyse ≥ 20 µM, DMN-Konzentration 550 µM, Laserenergiedichte 90 mJ/cm2
Konzentrationen besonders ausgepr¨ agt auf. Da in der in Abbildung 3.8 dargestellten
Messung ein s¨ attigender Ca2+-Konzentrationssprung durchgef¨ uhrt wurde, ist die Gleich-
richtung bei negativem Membranpotential haupts¨ achlich auf den angelegten Chloridgra-
dienten zur¨ uckzuf¨ uhren. Die schwache Gleichrichtung bei positivem Membranpotential
muss dagegen andere Ursachen haben. Wie sp¨ ater folgende Spannungssprungexperimente
zeigen werden, ist dieses Verhalten vermutlich auf eine Inaktivierung des Kanals bei stark
depolarisierenden Membranpotentialen zur¨ uckzuf¨ uhren.
In Abbildung 3.9 A–C ist die Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Chloridstroms
bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen zu sehen. Hierzu wurden photolytische Ca2+-
Konzentrationsspr¨ unge bei Membranpotentialen von -80 bis +100 mV durchgef¨ uhrt. Ab-
bildung 3.9 A und B zeigen den Signalanstieg bei einem nichts¨ attigenden (0.2 µM) und
einem s¨ attigenden (20 µM) Ca2+-Konzentrationssprung bei drei verschiedenen Membran-
potentialen. Ein Inset verdeutlicht in halblogarithmischer Darstellung die Spannungs-
abh¨ angigkeit der Lagphase. Wie zu erkennen ist, zeigen sowohl der Signalanstieg als auch
die Lagphase keine starke Spannungsabh¨ angigkeit. Im Vergleich zur Ca2+-Abh¨ angigkeit
(s.o.) sind die ¨ Anderungen am zeitlichen Verhalten minimal. Abbildung 3.9 C verdeutlicht
dies nochmals an den Geschwindigkeitskonstanten 1/τAnstieg des Signalanstiegs: Sowohl bei
0.2, 0.6 als auch 20 µMC a 2+ ¨ andert sich die Geschwindigkeitskonstante zwischen -80 und
+80 mV um maximal 50%, w¨ ahrend sie sich um mehr als einen Faktor 10 zwischen 0.2
und 20 µMC a 2+ ¨ andert.3.2. Vorstation¨ are Str¨ ome im Photolyseexperiment 59
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Abbildung 3.9: Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Chloridstroms
Vergleich der Spannungsabh¨ angigkeit des Ca2+-aktivierten Chloridstroms an einem exemplarischen Mem-
branﬂecken bei drei verschiedenen photolytischen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen:
A Nach einem nicht-s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationssprung von 0.2 µMC a 2+ zeigen sowohl der Si-
gnalanstieg als auch die Lagphase (siehe Inset mit halblogarithmischer Darstellung) keine ausgepr¨ agte
Spannungsabh¨ angigkeit.
B Auch nach einem s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationssprung von 20 µMC a 2+ wird der Signalverlauf nur
schwach vom angelegten Haltepotential beeinﬂusst. Im direkten Vergleich zu (A) zeigt sich dagegen die
starke Ca2+-Abh¨ angigkeit des Signalanstiegs und der Lagphase.
C Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstante 1/τAnstieg bei drei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationen (0.2, 0.6 und 20 µM). Zwischen -80 und +80 mV ¨ andert sich bei allen drei Ca2+-
Konzentrationen die Geschwindigkeitskonstante um maximal 50%. Die Spannungsabh¨ angigkeit ist damit
im Vergleich zur Ca2+-Abh¨ angigkeit nur sehr schwach ausgepr¨ agt.60 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
3.3 Vorstation¨ are Str¨ ome im Spannungssprung-
experiment
Neben den Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen mittels Photolyse von DM-Nitrophen erm¨ ogli-
chen auch zeitaufgel¨ oste Spannungssprungexperimente die Registrierung von vorstati-
on¨ aren Str¨ omen. Spannungssprungexperimente an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
wurden in der Literatur bereits h¨ auﬁg beschrieben, allerdings nicht mit sehr hoher Zeit-
aufl¨ osung, da sich relevante Ereignisse bereits bei niedriger Zeitauﬂ¨ osung zeigten. Wie sich
zeigen wird, lassen sich aber bei Spannungssprungexperimenten mit hoher Zeitaufl¨ osung
dennoch neue Erkenntnisse gewinnen.
Bei den Spannungssprungexperimenten wurde zun¨ achst ein hyperpolarisierendes Mem-
branpotential von -100 mV an die Membran angelegt. Von diesem ausgehend wurden
depolarisierende Potentialspr¨ unge zwischen +100 und -75 mV mit anschließendem R¨ uck-
sprung auf 0 mV durchgef¨ uhrt. Dazu wurde mit der Clampex-Software ein spezielles
Messprotokoll erstellt, mit dem dieser Vorgang automatisiert werden konnte. Das Mess-
protokoll wurde dann zum einen in der Gegenwart von Ca2+ in der Badl¨ osung, zum
anderen in einer Ca2+-freien, EGTA-gepuﬀerten Badl¨ osung durchgefahren. Dieser Vor-
gang wurde mehrmals wiederholt, um sicherzustellen, dass das Gigaohmseal w¨ ahrend des
Messvorgangs stabil blieb. Insbesondere l¨ anger andauernde Potentialspr¨ unge k¨ onnen zu
einer drastischen Verschlechterung des Abdichtwiderstands f¨ uhren. Zur Auswertung wur-
de dann das Diﬀerenzsignal aus dem Signal in der Gegenwart von Ca2+ in der Badl¨ osung
und dem Signal in der Ca2+-freien Badl¨ osung herangezogen.
Abbildung 3.10 A–D zeigt solch ein Spannungssprungexperiment in der Gegenwart
von 0.3 µM freiem Ca2+ in der Badl¨ osung. Das in (A) gezeigte Signal ist bereits das Diﬀe-
renzsignal der in (B) gezeigten Spannungssprungsignale in der Gegenwart von Ca2+ bzw.
in Ca2+-freier Badl¨ osung. Der Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus Oozyte zeigt das
typische aus der Literatur bekannte Verhalten: Nach einem depolarisierenden Spannungs-
sprung kommt es zu einem langsamen Aktivieren des Chloridstroms, das mehrere hun-
dert Millisekunden andauern kann. In Abbildung 3.10C ist die Strom-Spannungskennlinie
nach Einschwingen auf den station¨ aren Chloridstrom dargestellt. Bei positiven Mem-
branpotentialen verl¨ auft die Kennlinie linear, bei negativen Membranpotentialen zeigt
sich eine Gleichrichtung. Eine Ausw¨ artsgleichrichtung, die besonders bei subs¨ attigenden
Ca2+-Konzentrationen ausgepr¨ agt ist, ist typisch f¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale.
In diesem Fall ist sie aber auch auf den angelegten Chloridgradienten (114 Cl− in der
Pipette, 5 Cl− in der Badl¨ osung) zur¨ uckzuf¨ uhren. Abbildung 3.10D zeigt schließlich die
Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τAktivierung der langsamen Ak-
tivierung nach dem depolarisieren Spannungssprung. Sie ist nahezu spannungsunabh¨ angig
und liegt mit 9 s−1 in der gleichen Gr¨ oßenordnung wie die Geschwindigkeitskonstante des
Signalanstiegs nach einem photolytischen Ca2+-Sprung. Dies legt den Schluss nahe, dass
es sich beidesmal um den gleichen kinetischen Schritt handelt, der durch diese vorstati-
on¨ aren Stromsignale indirekt beobachtet wird.
In Abbildung 3.11A–D ist dasselbe Experiment wie in Abbildung 3.10 dargestellt.
Diesmal wurden die Spannungsspr¨ unge allerdings in der Gegenwart einer supers¨ attigen-3.3. Vorstation¨ are Str¨ ome im Spannungssprungexperiment 61
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Abbildung 3.10: Spannungssprungexperiment bei nicht-s¨ attigender Ca2+-Konzentration
A Vorstation¨ ares Stromsignal in der Gegenwart von 0.3 µM freiem Ca2+ in der Badl¨ osung. Die Strom-
antwort bei 0 µMC a 2+ wurde bereits vom Signal subtrahiert. Nach einem hyperpolarisierenden Span-
nungssprung auf -100 mV erfolgen Spr¨ unge auf depolarisierende Membranpotentiale von +100 bis -75 mV
(siehe angebenes Spannungsprotokoll). Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus-Oozyte
zeigt die typische langsame Aktivierung.
B Stromsignale vor der Diﬀerenzbildung: Ohne Ca2+ in der Badl¨ osung ist kein Chloridstrom zu ver-
zeichnen (unten). Der Leckstrom liegt im Bereich  100 pA. Kapazitive Transienten wurden zuvor am
Verst¨ arker ausgeglichen. Das Diﬀerenzsignal aus (A) entspricht in diesem Fall im wesentlichen dem Ori-
ginalsignal im oberen Bildteil.
C Strom-Spannungskennlinie des station¨ aren Chloridstrom nach dem depolarisierenden Spannungs-
sprung. In der Gegenwart von subs¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen zeigen die Chloridkan¨ ale die ty-
pische Ausw¨ artsgleichrichtung, die in diesem Fall nicht alleine durch den Chloridgradienten begr¨ undet
ist.
D Geschwindigkeitskonstante 1/τAkt. des langsamen Aktivierens nach dem depolarisierenden Spannungs-
sprungs. Sie ist wie die Geschwindigkeitskonstante 1/τAnstieg des Signalanstiegs nach einem photolytischen
Ca2+-Sprungs praktisch spannungsunabh¨ angig und liegt auch in der gleichen Gr¨ oßenordnung. Daher liegt
es nahe, das beide Geschwindigkeitskonstanten den gleichen kinetischen Schritt beschreiben.
(extrazellul¨ ar 114 Cl−, intrazellul¨ a r5C l −, Filterfrequenz 1 kHz, Samplefrequenz 1 kHz)62 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
den Ca2+-Konzentration von 1 mM durchgef¨ uhrt. Im Gegensatz zum Experiment mit
niedrig Ca2+ in der Badl¨ osung zeigt die Stromantwort auf die Spannungspulse keinen
langsamen Einschwingvorgang. Bei hoher Zeitauﬂ¨ osung sieht man aber einen sehr schnel-
len Inaktivierungsprozess. Hierzu wurde das in (A) gezeigte Signal mit 10 kHz geﬁltert und
mit 50 kHz digitalisiert. Zeichnet man das Stromsignal bei niedrig Ca2+ in der Badl¨ osung
mit einer ebenfalls hohen Zeitauﬂ¨ osung auf, sieht man (Abb. 3.11B), dass der langsamen
Aktivierung aus Abbildung 3.10 eine schnelle Inaktivierung vorausgeht. Diese ist aller-
dings wesentlich kleiner als bei hoher Ca2+-Konzentration in der Badl¨ osung und wird
durch die langsame Aktivierung deutlich ¨ uberlagert. In Abbildung 3.11C ist die Strom-
Spannungskennlinie zum einen des Spitzenstroms vor der Inaktivierung, zum anderen des
station¨ aren Stroms nach der schnellen Inaktivierung dargestellt. Sie zeigt beidesmal bei
negativen Membranpotentialen eine leichte Gleichrichtung. Diese Gleichrichtung ist auf-
grund der hohen Ca2+-Konzentration schw¨ acher ausgepr¨ agt als in Abbildung 3.10C und
haupts¨ achlich durch den Chloridgradienten bedingt. Bei positiven Membranpotentialen
verl¨ auft die Kennlinie des Spitzenstroms linear, w¨ ahrend die Kennlinie des station¨ aren
Stroms die Inaktivierung in Form einer Einw¨ artgleichrichtung widerspiegelt. Die Span-
nungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τInakt. der schnellen Inaktivierung
ist in (D) dargestellt. Auch sie scheint spannungsunabh¨ angig zu sein, ist mit 2000–3000 s−1
aber deutlich schneller als die Geschwindigkeitskonstante der langsamen Aktivierung bei
niedrig Ca2+ oder des Signalanstiegs nach photolytischem Ca2+-Sprung. Ihr liegt daher
vermutlich ein bisher nicht beobachteter kinetischer Prozess zugrunde.
Um auszuschließen, dass diese schnelle Inaktivierung auf eine unzureichende Span-
nungsklemme des Verst¨ arkers durch die sehr hohen Chloridstr¨ ome von mehreren Nano-
ampere zur¨ uckzuf¨ uhren ist, wurden weitere Messungen in der Gegenwart von 1 mM Ca2+
in der Badl¨ osung bei symmetrischen Chloridkonzentrationen durchgef¨ uhrt. Das Span-
nungsprotokoll wurde zudem abgewandelt, indem zus¨ atzlich sowohl depolarisierende als
auch hyperpolarisierende Spannungsspr¨ unge ausgehend von 0 mV Haltepotential appli-
ziert wurden.
Eine solche Messung zeigt Abbildung 3.12A-C. Wie in (A) zu erkennen ist, zeigt sich
die schnelle Inaktivierung nur bei depolarisierenden Spannungsspr¨ ungen. Da sowohl bei
depolarisierenden als auch bei hyperpolarisierenden Spannungen Str¨ ome von gr¨ oßer 15 nA
ﬂießen, die schnelle Inaktivierung aber nur bei depolarisierenden Haltepotentialen zu se-
hen ist, scheidet eine schlechte Spannungsklemme als Ursache aus. Es handelt sich da-
her wahrscheinlich im einen intrinsischen Eﬀekt der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale. Die
Strom-Spannungskennlinie in Abbildung 3.12B zeigt dementsprechend auch wieder die
Einw¨ artsgleichrichtung des station¨ aren Stroms bei depolarisierenden Membranpotentia-
len, w¨ ahrend die Kennlinie des Spitzenstrom vor der Inaktivierung ohmsches Verhalten
zeigt: Sie verl¨ auft im gesamten Spannungsbereich aufgrund des fehlenden Chloridgradien-
ten und der hohen Ca2+-Konzentration linear. Die Geschwindigkeitskonstante der schnel-
len Inaktivierung in Abbildung 3.12C ist analog zu Abbildung 3.11D nur sehr schwach
spannungsabh¨ angig und liegt mit 2000–3000 s−1 im selben Bereich.3.3. Vorstation¨ are Str¨ ome im Spannungssprungexperiment 63
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Abbildung 3.11: Spannungssprungexperiment bei s¨ attigender Ca2+-Konzentration
A Vorstation¨ ares Diﬀerenz-Stromsignal in der Gegenwart von 1 mM Ca2+ in der Badl¨ osung nach depola-
risierenden Spannungsspr¨ ungen (Spannungsprotokoll siehe in Abbildung). Es zeigt sich eine sehr schnelle
Inaktivierungskinetik, die nur bei sehr hoher Zeitauﬂ¨ osung (Filterfrequenz 10 kHz, Samplerate 50 kHz)
zu sehen ist.
B Diﬀerenz-Stromsignal bei 0.3 µMC a 2+ in der Badl¨ osung in hoher Zeitauﬂ¨ osung (Filterfrequenz 5 kHz,
Samplefrequenz 10 kHz): Der langsamen Aktivierung geht eine schnelle Inaktivierung voraus, die aller-
dings wesentlich schw¨ acher ausgepr¨ agt ist als bei s¨ attigender Ca2+-Konzentration in der Badl¨ osung.
C Strom-Spannungskennlinien nach dem depolarisierenden Spannungspuls. Wird die U-I-Kennlinie des
Spitzenstroms (vor der Inaktivierung) aufgezeichnet, so zeigt sich nur eine leichte Ausw¨ artsgleichrich-
tung bei negativem Membranpotential. Diese ist aufgrund der hohen Ca2+-Konzentration weniger stark
ausgepr¨ agt und daher haupts¨ achlich auf den Chloridgradienten zur¨ uckzuf¨ uhren. Wird die U-I-Kennlinie
dagegen im station¨ aren Bereich nach der schnellen Inaktivierung aufgezeichnet, zeigt sich neben der leich-
ten Ausw¨ artsgleichrichtung bei negativem Membranpotential eine Einw¨ artsgleichrichtung bei positivem
Membranpotential, die die Inaktivierung widerspiegelt.
D Die Geschwindigkeitskonstante 1/τInakt. der schnellen Inaktivierung nach dem depolarisierenden Span-
nungssprung ist mit 2000-3000 s−1 deutlich schneller als die langsame Aktivierung bei niedrig [Ca2+]i nd e r
Badl¨ osung. Da die Inaktivierung nur bei stark s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen besonders ausgepr¨ agt
beobachtet werden kann, spiegelt die Geschwindigkeitskonstante wahrscheinlich einen bisher unbekannten
Reaktionsschritt wider.
(extrazellul¨ ar 114 Cl−, intrazellul¨ a r5C l −, Filterfrequenz 10 kHz, Samplefrequenz 50 kHz)64 Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen
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Abbildung 3.12: Spannungssprungexperiment bei symmetrischen Chloridkonzentrationen
und s¨ attigender Ca2+-Konzentration
A Vorstation¨ ares Diﬀerenz-Stromsignal nach depolarisierenden Spannungsspr¨ ungen bei 1 mM Ca2+ in
der Badl¨ osung und symmetrischem Chloridgradienten: Da bei symmetrischem Chloridkonzentrationen
sowohl bei positivem als auch bei negativem Membranpotential sehr hohe Str¨ ome im Nanoamperebereich
ﬂießen, die Inaktivierung aber nur bei positivem Membranpotential beobachtet wird, kann ausgeschlossen
werden, dass die Inaktivierung auf eine mangelhafte Spannungsklemme des Verst¨ arkers zur¨ uckzuf¨ uhren
ist.
B Strom-Spannungskennlinie des Spitzenstroms und des station¨ aren Stroms: Bei fehlendem Chloridgra-
dienten zeigt sich keine Ausw¨ artsgleichrichtung bei hyperpolarisierenden Membranpotentialen. Die U-I-
Kennlinie des Spitzenstrom verl¨ auft praktisch linear (ohmsches Verhalten), die des station¨ aren Stroms
zeigt, bedingt durch die Inaktivierung, eine Einw¨ artsgleichrichtung.
C Die Geschwindigkeitskonstante 1/τInakt. bei fehlendem Chloridgradienten ist identisch zu der bei ho-
hem Chloridgradienten (s.o.): Sie ist praktisch spannungsunabh¨ angig und liegt bei 2000-3000 s−1.
(extrazellul¨ ar 114 Cl−, intrazellul¨ ar 114 Cl−, Filterfrequenz 10 kHz, Samplefrequenz 50 kHz)65
Kapitel 4
Messungen am heterolog
exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
4.1 Einf¨ uhrende Messungen am heterolog exprimier-
ten Na+-Ca2+-Austauscher
Zur ¨ Uberpr¨ ufung der Expression des geklonten Meerschweinchen-Na+-Ca2+-Austauschers
NCX1 wurden einige einf¨ uhrende Messungen im L¨ osungswechsel- und Photolyseexperi-
ment durchgef¨ uhrt, um so einen Vergleich mit fr¨ uheren Messungen am nativen Austau-
scherprotein zu haben. Insbesondere galt es hierbei zu ¨ uberpr¨ ufen, ob die vorstation¨ aren
Stromsignale das gleiche kinetische Verhalten aufweisen.
In Abbildung 4.1 ist ein typisches L¨ osungswechselexperiment dargestellt, wie es zur
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Abbildung 4.1: Beispiel eines L¨ osungswechselexperiments am heterolog exprimierten
Na+-Ca2+-Austauscher
Intrazellul¨ ar wurden verschiedene Ca2+-Konzentrationen bei 0 mV Membranpotential appliziert. Die
Pipettenl¨ osung (extrazellul¨ are Membranseite) enthielt 100 mM Na+ u n dk e i nC a 2+. Der Patch wurde
zuvor eine Minute lang mit α-Chymotrypsin (1 mg/ml) behandelt. Es zeigte sich ein Ca2+-abh¨ angiger
Einw¨ artsstrom, wie er im einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-Austausch-Transportmodus zu erwarten war.66 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
Bestimmung des intrazellul¨ aren KM-Wertes f¨ ur Ca2+ durchgef¨ uhrt wurde. Die Pipet-
tenl¨ osung enthielt 100 mM Na+.C a 2+-Verunreinigungen in den Salzen wurden mit EGTA
gebunden. Auf der intrazellul¨ aren Membranseite wurden verschiedene Ca2+-Konzentrati-
onen appliziert. Zuvor wurde der Membranﬂecken zur Deregulation des Austauschers f¨ ur
eine Minute mit α-Chymotrypsin (1 mg/ml) behandelt. Wie in der Abbildung ersichtlich
ist, zeigte sich ein Ca2+-abh¨ angiger Einw¨ artsstrom, wie er f¨ ur einen einw¨ artsgerichteten
Na+-Ca2+-Austausch zu erwarten war.
Auch die Behandlung des Proteins mit α-Chymotrypsin f¨ uhrte beim heterolog ex-
primierten Austauscher zu der vom nativen Protein bekannten Deregulation (Hilgemann
et al., 1992), wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist: Vor der intrazellul¨ aren Applikation von
1 mg/ml α-Chymotrypsin kam es bei einem intrazellul¨ aren Na+-Sprung (cNa+ =100 mM,
extrazellul¨ a r5m MC a 2+) zu der typischen Signalabnahme des Ausw¨ artsstromsignals, die
auf die Na+-abh¨ angige Inaktivierung des Austauschers zur¨ uckzuf¨ uhren ist. Nach der α-
Chymotrypsinbehandlung blieb der Strom bei einem Na+-Sprung auf einem station¨ aren
Wert und zeigte kein Inaktivierungsverhalten mehr.
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Abbildung 4.2: Deregulation des Na+-Ca2+-Austauschers durch α-Chymotrypsin
Bei intrazellul¨ arer Applizierung von 100 mM Na+ (5 mM Ca2+ extrazellul¨ ar) zeigt sich ein Ausw¨ arts-
strom, der rasch abnimmt. Nach der intrazellul¨ aren Behandlung mit α-Chymotrypsin (1 mg/ml) f¨ ur
eine Minute ist bei erneuter Applizierung von 100 mM Na+ keine Inaktivierung mehr zu verzeichnen.
Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher zeigt damit die typische Deregulation des Austauschers
durch α-Chymotrypsin.
Die intrazellul¨ are Ca2+-Abh¨ angigkeit des Na+-Ca2+-Austauschers ist in Abbildung 4.3
dargestellt. Der Membranpatch wurde hierf¨ ur, wie auch f¨ ur alle sp¨ ateren Messungen,
zuvor mit α-Chymotrypsin behandelt. Die Pipettenl¨ osung enthielt 100 mM Na+ und kein
Ca2+,w ¨ ahrend intrazellul¨ ar verschiedene Ca2+-Konzentrationen von 1.5 bis 216 µMb e i
0 mV Membranpotential ¨ uber den Patch perfundiert wurden. Die Daten stammen von
10 verschiedenen Membranﬂecken und wurden auf den Maximalstrom bei 216 µMC a 2+
normiert. Die Ca2+-Konzentrationsabh¨ angigkeit l¨ asst sich mit einer Michaelis-Menten-
Funktion anpassen und ergiebt einen KM-Wert von 7.0±0.5 µM( x±SD)f¨ ur intrazellul¨ ares4.1. Einf¨ uhrende Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher 67
Ca2+. Der KM-Wert liegt damit ein wenig h¨ oher als der von Kappl (1997) f¨ ur den nativen
Austauscher in Meerschweinchen-Herzzellmembranﬂecken bestimmten Wert von 4.1 µM,
aber unter dem an Ratten-Herzzellmembranﬂecken bestimmten Wert von 9.8 µMC a 2+.
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Abbildung 4.3: Intrazellul¨ are Ca2+-Aﬃnit¨ at des Na+-Ca2+-Austauschers im Na+-Ca2+-
Austausch-Modus
Bei Anwesenheit von 100 mM Na+auf der extrazellul¨ aren Membranseite wurde die intrazellul¨ are Ca2+-
Konzentration zwischen 1.5 und 216 µM variiert. Der Patch wurde zuvor mit α-Chymotrypsin behandelt.
Ein Fit mit einer Michaelis-Menten-Funktion ergibt einen KM-Wert von 7.0 ± 0.5 µM( x ± SD).
(Membranpotential 0 mV, Daten aus 10 verschiedenen Membranﬂecken, Signale auf Maximalstrom bei
216 µMC a 2+ normiert)
Auch die durch Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge mittels Photolyse von DM-Nitrophen
generierten vorstation¨ are Str¨ ome zeigen beim heterolog exprimierten Austauscher das
gleiche Verhalten wie beim nativen Protein (siehe Abbildung 4.4A und B): Sowohl im Na+-
Ca2+- als auch im Ca2+-Ca2+-Austauschmodus gibt es ein schnell ansteigendes transientes
Einw¨ artsstromsignal, das dann monoexponentiell abf¨ allt. W¨ ahrend sich im Na+-Ca2+-
Austausch nach Einstellung des Gleichgewichts ein station¨ arer Einw¨ artsstrom ergibt, ist
im Ca2+-Ca2+-Austausch nur ein transientes Einw¨ artssignal zu sehen, da nach Einstellung
des Gleichgewichts kein Nettoladungstransport stattﬁndet.
Abbildung 4.4 verdeutlicht nebenbei einen Vorteil der heterologen Expression des Aus-
tauschers: Es konnten z.T. Spitzenstr¨ ome gr¨ oßer 300 pA erreicht werden, was bei Messun-
gen an nativen Herzzellmembranen nicht m¨ oglich war. Allerdings hatten sich die Mem-
branﬂecken mit sehr großer Expressionsdichte des Austauschers auch als sehr instabil bei
den Photolysemessungen herausgestellt, sodass die Expression f¨ ur diese Messungen wieder
reduziert werden musste. Die durchschnittliche Signalgr¨ oße lag dennoch deutlich ¨ uber der
der Messungen am nativen Austauscher in Herzzellmembranen.
Um eine Wechselwirkung mit endogenen, Ca2+-aktivierten Membranproteinen zu er-
kennen, wurden zudem Kontrollmessungen an nicht mit der Austauscher-RNA injizierten
Oozyten durchgef¨ uhrt. Zwei solcher Kontrollmessungen sind in Abbildung 4.5A und B dar-
gestellt. Wie in Abb. 4.5A zu sehen ist, ergaben intrazellul¨ are Ca2+-Spr¨ unge im L¨ osungs-68 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.4: Vorstation¨ are Str¨ ome des Na+-Ca2+-Austauschers im Na+-Ca2+- und Ca2+-
Ca2+-Austauschmodus nach photolytischen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen
A Vorstation¨ arer Strom bei 100 mM Na+ auf der extrazellul¨ aren Membranseite: Nach einem intrazel-
lul¨ arem Ca2+-Sprung auf 100 µMC a 2+ mittels Photolyse von DM-Nitrophen (cDMN = 1 mM, Laser-
energiedichte 310 mJ/cm2) zeigt sich ein schnell ansteigender (τAnstieg =0 .034 ms) Einw¨ artsstrom, der
auf einen station¨ aren Strom abf¨ allt (τAbfall =0 .370 ms).
B Vorstation¨ arer Strom bei 5 mM Ca2+ auf der extrazellul¨ aren Membranseite: Nach der partiellen Pho-
tolyse von DM-Nitrophen (Konzentration 4.8 mM, freies Ca2+ nach der Photolyse > 400 µM) ergibt sich
nur ein transienter Einw¨ artsstrom. (Fitparameter: τAnstieg =0 .017 ms, τAbfall =0 .100 ms.)
Die vorstation¨ aren Str¨ ome nach einem schnellen Ca2+-Konzentrationssprung im Homo- und Heteroaus-
tauschmodus des heterolog exprimierten Meerschweinchen-Na+-Ca2+-Austauschers zeigen damit die glei-
che Kinetik wie das native Protein.
(Laserpuls bei t=0 ms, Anpassungen mit einer biexponentiellen Funktion, Membranpotential 0 mV,
Bandbreite des Filters: 10 kHz)
wechselexperiment (100 mM Na+extrazellul¨ ar) nur kleine (≤1 pA) Stromantworten, die
zudem im verwendeten Konzentrationsbereich keine Ca2+-Abh¨ angigkeit zeigten. Diese Si-
gnale sind daher m¨ oglicherweise auf die endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale zur¨ uck-
zuf¨ uhren, die eine deutlich h¨ ohere Ca2+-Aﬃnit¨ at besitzen als der Na+-Ca2+-Austauscher,
und somit auch bei der kleinsten verwendeten Ca2+-Konzentration bereits maximal ak-
tiviert wurden. Bei Messungen im Photolyseexperiment an Kontrolloozytenmembranen
zeigte sich außer einem kleinen Laserlichtartefakt kein transientes Stromsignal (siehe
Abb.4.5B). Damit kann auch der endogene Na+-Ca2+-Austauscher in der Oozytenmem-
bran, dessen Existenz von Schlief und Heinemann (1995) vorgeschlagen wurde, nur eine
vernachl¨ assigbare Expressionsdichte aufweisen, da er im excised-Makropatch-Experiment
nicht nachweisbar ist. Die Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
sollten daher weitestgehend ungest¨ ort von endogenen Ca2+-abh¨ angigen Proteinen in der
Oozytenmembran sein.4.2. Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus 69
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Abbildung 4.5: Kontrollmessungen an nicht-injizierten Oozyten
Zur Kontrolle auf Wechselwirkungen mit endogenen Membranproteinen wurden L¨ osungswechsel- und
Photolyseexperimente an nicht mit der Austauscher-RNA injizierten Oozyten durchgef¨ uhrt.
AL ¨ osungswechselexperiment wie in Abbildung 4.1 (100 mM Na+extrazellul¨ ar, intrazellul¨ are Ca2+-
Spr¨ unge zwischen 1.5 und 216 µM): Es zeigen sich nur minimale Einw¨ artsstr¨ ome (Gr¨ oßenordnung 1 pA)
ohne erkennbare Ca2+-Abh¨ angigkeit.
B Photolyseexperiment wie in Abbildung 4.4B: Die Pipettenl¨ osung enthielt 5 mM Ca2+. Die Photolyse
von 500 µM DM-Nitrophen zum Zeitpunkt t=0 ms f¨ uhrt zu einem Ca2+-Konzentrationssprung auf ca.
50 µM. Es ist außer einem kleinen ausw¨ artsgerichteten Laserartefakt kein transientes Stromsignal zu
verzeichnen.
(Membranpotential bei beiden Messungen 0 mV, Bandbreite im Photolyseexperiment 10 kHz, im L¨ osungs-
wechselexperiment 1 kHz)
4.2 Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus
4.2.1 Ca2+-Abh¨ angigkeit des einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-
Transports
In diesem Abschnitt soll die Ca2+-Abh¨ angigkeit des einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-Trans-
ports dargestellt werden. Bei den in diesem Abschnitt gezeigten Messungen befanden
sich extrazellul¨ ar (d.h. in der Pipettenl¨ osung) 100 mM Na+ und kein Ca2+ (gepuﬀert
mit EGTA). Die intrazellul¨ aren (Bad-) L¨ osungen enthielten dagegen kein Na+.C a 2+-
Konzentrationsspr¨ unge verschiedener H¨ ohe wurden durch Photolyse verschiedener DMN-
Konzentrationen (60, 100, 200, 300, 750 und 1500 µM) erreicht. Die Laserenergie wurde
nur in geringem Maße variiert, um die Ausbildung einer Ca2+-Konzentrationsspitze bei
zu niedrigem Umsatz des DM-Nitrophens zu vermeiden. Vor den eigentlichen Messungen
wurde der Membranpatch f¨ ur eine Minute mit α-Chymotrypsin (1 mg/ml) behandelt,
um den Austauscher zu deregulieren. Das Membranpotential wurde f¨ ur alle Messungen
auf 0 mV gehalten. Die Filterbandbreite betrug 10 kHz. Alle Messungen wurden bei
Raumtemperatur (22◦C) durchgef¨ uhrt.
Ein typisches Austauschersignal im Na+-Ca2+-Transportmodus nach verschieden ho-
hen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit wurden die Signale bei Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen auf ca. 6, 10, 20, 30,70 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.6: Vorstation¨ ares Stromsignal des einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-Transports
bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen
Die Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge auf 6, 10, 20, 30, 77 und 153 µM wurden durch Photolyse (Laserpuls
zum Zeitpunkt t=0 ms) von sechs unterschiedlich konzentrierten DM-Nitrophen-L¨ osungen auf der in-
trazellul¨ aren Membranseite hervorgerufen. Ein schnell ansteigendes transientes Einw¨ artsstromsignal, das
dann auf einen station¨ aren Strom abf¨ allt, ist nur bei hohen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen zu beobach-
ten. Bei niedrigen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen steigt das Stromsignal biphasisch auf einen station¨ aren
Einw¨ artsstrom an.
Die Signale stammen alle vom selben Membranﬂecken und wurden zur besseren Vergleichbarkeit ¨ uber-
einander gelegt.
(Membranpotential 0 mV, 100 mM Na+ extrazellul¨ ar, DMN-Konzentrationen 60, 100, 200, 300, 750 und
1500 µM)
77 und 153 µM ¨ ubereinandergelegt. Der Laserpuls zur Photolyse erfolgte jeweils zum Zeit-
punkt t=0 ms. Die Einzelmessungen stammen alle vom selben Membranﬂecken. Auﬀ¨ allig
ist, dass der schnelle einw¨ artsgerichtete Signal¨ uberschwinger nur bei den h¨ oheren Ca2+-
Konzentrationsspr¨ ungen auftritt. Bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen steigt das Strom-
signal dagegen biphasisch mit einer schnellen und einer langsamen Phase auf den sta-
tion¨ aren Wert an. An dieser Beispielmessung ist bereits erkennbar, dass der station¨ are
Strom, der Spitzenstrom, die Abklingzeit des Signalabfalls vom Spitzen- auf den sta-
tion¨ aren Strom sowie bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen auch der Signalanstieg eine
deutliche Ca2+-Abh¨ angigkeit zeigen. Eine detaillierte Auswertung der Ca2+-Abh¨ angigkeit
dieser einzelnen Signalkomponenten ist in den folgenden Abbildungen dargestellt.
Abbildung 4.7 zeigt die Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Stroms. Im Gegensatz zu
Abbildung 4.3 wurden die Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge nicht per L¨ osungswechsel son-
dern per Photolyse verschiedener DMN-Konzentrationen durchgef¨ uhrt. Diese Messungen
dienten haupts¨ achlich zur Absch¨ atzung des Photolyseumsatzes des DM-Nitrophens. Hier-
zu wurde einmalig die freie Ca2+-Konzentration nach der Photolyse der niedrigsten DMN-
Konzentration (60 µM) bestimmt, indem die H¨ ohe des station¨ aren Stromsignal (bezogen
auf den maximalen Strom bei s¨ attigendem Ca2+-Konzentrationssprung) eines exemplari-
schen Membranﬂeckens mit den aus den L¨ osungswechselexperimenten bekannten Daten4.2. Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus 71
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Abbildung 4.7: Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Na+-Ca2+-Stromsignals
Die Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Stromsignals wurde neben den L¨ osungswechselexperimenten (sie-
he Abb. 4.3) auch aus dem station¨ aren Strom nach einem photolytischen Ca2+-Konzentrationssprung auf
der intrazellul¨ aren Membranseite bestimmt. Die Ca2+-Freisetzung wurde haupts¨ achlich ¨ uber die DMN-
Konzentration variert; in geringem Maße auch ¨ uber die Laserenergie. Die freie Ca2+-Konzentration wurde
aus der Freisetzungrate pro Laserenergie, der DMN-Konzentration und der eingesetzten Laserenergie-
dichte abgesch¨ atzt. Da durch die schwankende Laserenergie die freie Ca2+-Konzentration ebenfalls va-
riierte, wurden nahe liegenden Ca2+-Konzentrationen bei der Auswertung zusammengefasst. Die Ca2+-
Abh¨ angigkeit l¨ asst sich gut mit einer Michaelis-Menten-Kinetik anpassen. Als Parameter ergaben sich
f¨ ur den relativen Maximalstrom Imax = −98.9±1.4 und f¨ ur die Michaelis-Konstante KM =5 .6±0.4 µM.
Der KM-Wert liegt damit relativ nahe zu dem aus dem L¨ osungswechselexperiment bestimmten Wert.
(Daten aus 15 Membranﬂecken, die Einzeldaten wurden auf den Wert bei ca. 150 µMC a 2+ normiert, An-
gaben in x±SD, Membranpotential 0 mV, extrazellul¨ ar 100 mM Na+ (Ca2+-frei), DMN-Konzentrationen
60, 100, 200, 300, 750 und 1500 µM)
verglichen wurde. Aus der so bestimmten abgesch¨ atzten freien Ca2+-Konzentration konnte
dann der Photolyseumsatz pro Laserenergiedichte errechnet werden. Unter Verwendung
des Laserfarbstoﬀs BiBuQ zur Anregung des DM-Nitrophens sollten bei einer Energiedich-
te von ca. 350 mJ/cm2 demnach ca. 10% des DM-Nitrophens umgesetzt werden. Mittels
dieses abgesch¨ atzten Wertes f¨ ur den Photolyseumsatz pro Laserenergiedichte wurde dann
f¨ ur alle weiteren DMN-Konzentrationen die freigesetzte Ca2+-Konzentration abgesch¨ atzt.
Wie aus der Abbildung 4.7 ersichtlich ist, l¨ asst sich die so gewonnene Ca2+-Abh¨ angigkeit
des station¨ aren Stroms sehr gut mit einer Michaelis-Menten-Kinetik (KM =5 .6±0.4 µM,
x±SD) anpassen. Der KM-Wert liegt damit relativ nahe bei dem aus dem L¨ osungswech-
selexperiment bestimmten Wert, was f¨ ur eine Absch¨ atzung der Ca2+-Freisetzung alleine
¨ uber die eingesetzte Laserenergiedichte und der DMN-Konzentration spricht. Dies war
f¨ ur sp¨ atere Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch von Bedeutung, wo eine Absch¨ atzung
der freien Ca2+-Konzentration ¨ uber einen station¨ aren Strom nicht m¨ oglich war. Die Da-
ten in der Abbildung stammen aus Messungen an 15 verschiedenen Membranﬂecken.
Nahe beieinander liegende Ca2+-Konzentrationen wurden zusammengefasst, da die Ca2+-72 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
Konzentrationen durch Variationen der Laserenergie streuten und damit nicht einheitlich
bei den Messungen an den verschiedenen Membranﬂecken bzw. innerhalb der Messung
an einem einzelnem Patch waren. Zudem wurden die Daten der Einzelmessungen auf den
station¨ aren Strom bei ca. 150 µMC a 2+ (S¨ attigung des station¨ aren Stroms) normiert.
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Abbildung 4.8: Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstromsignals Na+-Ca2+-Austausch
Die Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms l¨ asst sich ebenfalls mit einer Michaelis-Menten-Kinetik anpas-
sen. Im Gegensatz zum station¨ aren Austauscherstrom liegt der KM-Wert bei 30.9 ± 3.0 µMC a 2+ und
damit um ein vielfaches h¨ oher als der KM-Wert f¨ ur die Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Stroms.
(Daten aus 15 Membranﬂecken, die Einzeldaten wurden auf den Wert bei ca. 150 µMC a 2+ normiert,
Angaben in x ± SD, weitere Versuchsbedingungen siehe Abb. 4.7 bzw. Text)
In Abbildung 4.8 ist die Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstromsignals der selben Mes-
sungen wie in Abbildung 4.7 dargestellt. Die Daten wurden wieder auf den Wert bei ca.
150 µMC a 2+ normiert. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Spitzenstrom bei einer we-
sentlich h¨ oheren Ca2+-Konzentration s¨ attigt als der station¨ are Strom. Die Ca2+-Abh¨ angig-
keit l¨ asst sich mit einer Michaelis-Menten-Kinetik mit den Parametern KM =3 0 .9±3.0 µM
und Imax = −121.4±3.6( x±SD) anpassen. Der KM-Wert des Spitzenstroms liegt damit
um etwa einen Faktor f¨ unf h¨ oher als der des station¨ aren Stroms.
Abbildung 4.9A und B zeigen die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstan-
ten 1/τAbfall des Signalabfalls vom Spitzenstrom auf den station¨ aren Strom. Da die Ge-
schwindigkeitskonstante zwischen den Messungen an einzelnen Membranﬂecken schwank-
te (bedingt insbesondere durch die Unsicherheit bei der Absch¨ atzung der freien Ca2+-
Konzentration und Unsicherheiten bei der Anpassung des Signals mit Exponentialfunk-
tionen bei schwankender Signalqualit¨ at), streuen die gemittelten Datenpunkte in (A)
st¨ arker als in den Abbildungen 4.7 und 4.8. Dennoch ist eindeutig zu erkennen, dass
die Geschwindigkeitskonstante bei zunehmender Ca2+-Konzentration s¨ attigt. Dies zeigt
auch der Vergleich mit den Daten einer Einzelmessung in (B). Ein Fit mit einer Michaelis-
Menten-Funktion ergibt einen KM-Wert von 98.5±21.3 µMb z w .1 0 0 .1±35.6 µM und ein
(1/τ)max von 9700±950 s−1 bzw. 9460±1900 s−1. Damit liegt der KM-Wert deutlich h¨ oher
als der f¨ ur den station¨ aren Strom gefundenen Wert. Er liegt auch ¨ uber dem KM-Wert der4.2. Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus 73
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Abbildung 4.9: Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls
Eine Anpassung der Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls des transienten
Austauscherstroms mit einer Michaelis-Menten-Kinetik ergibt einen KM-Wert von 98.5±21.3 µMC a 2+.
Der KM-Wert liegt damit deutlich h¨ oher als der des station¨ aren Stromsignals.
(Daten aus 15 Membranﬂecken in (A), Daten einer exemplarischen Einzelmessung in (B), Angaben in
x ± SD, weitere Versuchsbedingungen siehe Abb. 4.7 bzw. Text)
x ± SD Anzahl Patches Messmethode
KCa2+
M,stat. 7.0 ± 0.5 µM n=10 L¨ osungswechsel
KCa2+
M,stat. 5.6 ± 0.4 µM n=15 Photolyse
KCa2+
M,Spitzenstrom 30.9 ± 3.0 µM n=15 Photolyse
KCa2+
M,1/τ 98.5 ± 21.3 µM n=15 Photolyse
Tabelle 4.1: Ca2+-Aﬃnit¨ aten des station¨ aren Stroms, des Spitzenstroms und der Ge-
schwindigkeitskonstanten 1/τ des Signalabfalls im Na+-Ca2+-Austausch
Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms.
Tabelle 4.1 fasst die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des station¨ aren Stroms, des Spitzen-
stroms und der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls zusammen.
Der Signalanstieg des Vorgleichgewichtstromsignals l¨ asst sich nur schwer auswerten,
da er zum einen durch die messtechnisch m¨ ogliche Zeitauﬂ¨ osung limitiert ist und vom
Laserartefakt bzw. vom forced reset des Verst¨ arkers ¨ uberlagert wird. Zum anderen tritt
die zweite, langsame Anstiegsphase nur bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen auf und geht
bei steigender Ca2+-Konzentration in die schnelle Phase ¨ uber. Dadurch wird das An-
passen des biphasischen Anstiegs mit zwei Exponentialfunktionen erschwert. Der An-
stieg wurde daher nur an einem exemplarischen Membranﬂecken ausgewertet. Abbil-
dung 4.10 A und B zeigen die Ca2+-Abh¨ angigkeit des biphasischen Anstiegs bei nied-
rigen Ca2+-Konzentrationen, der mit zwei Exponentialfunktionen angepasst wurde: Die
Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ2,Anstieg der langsamen Phase ist in
Abbildung 4.10 A dargestellt. Zwischen 5 und 20 µMC a 2+ lassen sich die Daten mit einer
linearen Regressionsgeraden anpassen. Die Geschwindigkeitskonstante ¨ andert sich dabei74 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.10: Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalanstiegs
im Na+-Ca2+-Austausch
(A) Eine Auswertung des Signalanstiegs bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen nach der Photolyse an einem
exemplarischem Membranpatch ergibt einen linearen Zusammenhang zwischen der Ca2+-Konzentration
und der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ2 f¨ ur die langsame Phase des Signalanstiegs. Zwischen 5 und
20 µMC a 2+ ¨ andert sich die Geschwindigkeitskonstante um den Faktor f¨ unf. Als Parameter einer linearen
Regression ergeben sich 494 ± 39 µM−1s−1 (≡ 4.94 · 108 M−1s−1)f ¨ ur die Steigung und -373 ± 423 s−1
f¨ ur den Y-Achsenabschnitt. Die Steigung liefert dabei m¨ oglicherweise einen Hinweis auf die Ca2+-
Assoziationsrate.
(B) Die Geschwindigkeitskonstante 1/τ1 der schnellen Phase l¨ asst sich schwieriger Auswerten, da sie an
der Grenze der messtechnisch m¨ oglichen Auﬂ¨ osung liegt bzw. wahrscheinlich durch diese bestimmt wird.
Sie zeigt im Vergleich zu 1/τ2 nur eine sehr schwache Ca2+-Abh¨ angigkeit. Die Steigung einer linearen
Regressionsgeraden von 459 ± 33 µM ist dabei zwar prinzipiell in ¨ Ubereinstimmung mit den Daten aus
(A), eine sinnvolle Auswertung erscheint aber fragw¨ urdig.
(Membranpotential 0 mV, DMN-Konzentrationen 60, 100 und 200 µM, extrazellul¨ ar 100 mM Na+)
um den Faktor f¨ u n fv o n2 0 0 0s −1 auf 10000 s−1. Bei h¨ oheren Ca2+-Konzentrationen ist
die langsame Phase nicht mehr von der schnellen Phase trennbar und s¨ attigt wahrschein-
lich. Die Steigung der Regressionsgeraden von 494 ± 39 µM−1s−1 repr¨ asentiert hierbei
eventuell die Ca2+-Bindungsrate. Der nahe null liegende Y-Achsenschnitt-Parameter von
-373 ± 423 s−1 sollte dann die Na+-Relokationsrate des Transporters darstellen, die dem-
nach sehr gering sein sollte. Ob diese Interpretation zul¨ assig ist, wird die Diskussion der
Ergebnisse zeigen m¨ ussen.
Die Ca2+-Abh¨ angigkeit der schnellen Phase ist dagegen weniger eindeutig (siehe Ab-
bildung 4.10B). Die Steigung von 459 ± 33 µM−1s−1 einer linearen Regressionsgeraden
ist zwar prinzipiell in ¨ Ubereinstimmung mit den Fitparametern aus (A), allerdings ist die
Ca2+-Abh¨ angigkeit zu schwach (maximal Faktor zwei zwischen 5 und 30 µMC a 2+) und
die schnelle Phase des Anstieg zudem zu sehr durch den Laserartefakt bzw. den forced
reset beeinﬂusst. Zudem steigt die schnelle Phase so steil an, dass die messtechnisch m¨ ogli-
che Zeitauﬂ¨ osung (Bandbreite des Systems) limitierend wirkt. Eine sinnvolle Auswertung
der schnellen Phase ist daher fragw¨ urdig.4.2. Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus 75
4.2.2 Spannungsabh¨ angigkeit des einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-
Transports
Die Messungen zur Spannungsabh¨ angigkeit des einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-Transports
wurden unter den gleichen Versuchsbedingungen wie die Messungen zur Ca2+-Abh¨ angig-
keit durchgef¨ uhrt. Es wurde lediglich zus¨ atzlich das Membranpotential zwischen -75 und
+75 mV in 25 mV-Schritten variiert. Hierzu wurde das Membranpotential mittels ei-
ner Spannungsrampe auf das gew¨ unschte Haltepotential gefahren, bevor mit einem La-
serpuls ein Ca2+-Konzentrationssprung durch Photolyse verschiedener DM-Nitrophen-
Konzentrationen ausgel¨ ost wurde (siehe Spannungsprotokoll in Abbildung 4.11). Als pro-
blematisch erwies sich dabei die oftmals auftretende Instabilit¨ at der Membranﬂecken bei
stark hyper- bzw. depolarisierenden Membranpotentialen und gleichzeitiger Belichtung
mit einem hochenergetischem Laserpuls.
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Abbildung 4.11: Spannungsprotokoll
Zu Beginn des Protokolls wird ein 10 mV-Puls angelegt, um den Abdichtwiderstand zu kontrollieren. ¨ Uber
eine Spannungsrampe wird dann das gew¨ unschte Haltepotential zwischen -75 und +75 mV eingestellt.
Nach Einstellung des Haltepotentials wird zun¨ achst der forced reset und 20 µss p ¨ ater der Laserpuls (hier:
Zeitpunkt t=100 ms, f¨ ur die weiteren Abbildungen auf t=0 ms umskaliert, um den Zeitpunkt des Ca2+-
Konzentrationssprung besser zu verdeutlichen) ¨ uber einen TTL-Puls ausgel¨ ost. 30 ms sp¨ ater wird ¨ uber
eine Rampe wieder ein Haltepotential von 0 mV eingestellt, um die Membran nicht unn¨ otig zu belasten.
Abbildung 4.12 A bis D zeigt eine typische Messung an einem exemplarischem Mem-
branpatch. Die freie Ca2+-Konzentration nach dem Laserpuls zum Zeitpunkt t=0 ms be-
trug ca. 153 µM (Abb. 4.12 A), 76 µM (B), 30 µM (C) bzw. 6 µM (D) und wurde ¨ uber die
eingesetzte Laserenergiedichte abgesch¨ atzt. In der Abbildung sind die Vorgleichgewichts-
str¨ ome bei -75, 0 und +75 mV Membranpotential dargestellt. Zu erkennen ist, dass sowohl
die Spitzenstromamplitude als auch die Amplitude des station¨ aren Stroms mit zuneh-
mender Depolarisation abnehmen. Das Abklingen des Spitzenstroms auf den station¨ aren
Strom scheint dagegen vom Membranpotential unbeeinﬂusst zu sein. Gleiches gilt f¨ ur die
langsame Phase des Signalanstiegs, die nur bei niedriger Ca2+-Konzentration auftritt. Ei-
ne detaillierte Auswertung der Spannungsabh¨ angigkeit der einzelnen Signalkomponenten
erfolgt in den Abbildungen 4.13 bis 4.16. In der Abbildung 4.12 ist zugleich nochmals die
Ca2+-Abh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals gut zu erkennen: W¨ ahrend in (B) im76 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.12: Vorstation¨ ares Stromsignal des einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-Transports
bei verschiedenen Membranpotentialen und Ca2+-Konzentrationen
A Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals bei s¨ attigendem Ca2+-Konzentrationssprung
auf 152 µMC a 2+: Sowohl der Spitzen- als auch der station¨ are Strom nehmen mit zunehmender Depola-
risation ab. Der Signalabfall zeigt keine auﬀ¨ allige Spannungsabh¨ angigkeit.
BC a 2+-Konzentrationssprung auf 76 µMC a 2+: Das Verhalten von Spitzenstrom, station¨ arem Strom
und Signalabfall bei zunehmender Membran-Depolarisation entspricht dem in (A). Im Vergleich zu (A)
ist die unterschiedliche Ca2+-Abh¨ angigkeit von station¨ arem Strom und Spitzenstrom bzw. Signalabfall
zu erkennen: W¨ ahrend der station¨ are Strom noch ges¨ attigt ist, hat der Spitzenstrom abgenommen bzw.
das Signal klingt langsamer ab.
C und D Das spannungsabh¨ angige Verhalten des Austauscherstrom nach einem Sprung auf 30 bzw.
6 µMC a 2+ entspricht wieder dem aus (A): Es ist keine auﬀ¨ allige Spannungsabh¨ angigkeit des Signals
zu erkennen. Auch die nur bei niedrig Ca2+ zu erkennende langsame Phase im Signalanstieg scheint
spannungsunabh¨ angig zu sein. Der Signalabfall nach einigen Millisekunden in (D) bei -75 mV ist auf die
Instabilit¨ at des Membranﬂeckens bei diesem Membranpotential zur¨ uckzuf¨ uhren.
Alle Daten stammen vom selben Membranpatch. Die Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge wurden durch Photo-
lyse (Laserpuls zum Zeitpunkt t=0 ms) verschiedener DMN-Konzentrationen (1500, 750, 300 und 60 µM)
erreicht. Die Signale bei den verschiedenen Membranpotentialen wurden zur besseren Vergleichbarkeit
¨ ubereinander gelegt und die Leckstr¨ ome vor dem Ca2+-Konzentrationssprung (t=0 s) subtrahiert.4.2. Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus 77
Vergleich zu (A) der station¨ are Strom noch ges¨ attigt ist, zeigt der Spitzenstrom bereits
eine deutliche Abnahme. Bei niedriger freier Ca2+-Konzentration nach der Photolyse tritt
kein Signal¨ uberschwinger mehr auf (D). Stattdessen zeigt das Signal einen biphasischen
Anstieg auf den station¨ aren Strom. Der Signalabfall des station¨ aren Stroms bei -75 mV
in (D) ist auf die Instabiltit¨ at des Membranﬂeckens bei Anlegen des Membranpotentials
und gleichzeitiger Belichtung mit dem UV-Laserpuls zur¨ uckzuf¨ uhren.
Abbildung 4.13 A zeigt die Spannungsabh¨ angigkeit des station¨ aren Stroms bei vier
verschiedenen Ca2+-Konzentrationen am Beispiel eines ausgew¨ ahlten Membranﬂeckens.
A
-75 -50 -25 0 25 50 75
-150
-125
-100
-75
-50
-25
0
 6.5 µ M freies Ca
2+
 11 µ M freies Ca
2+
 22 µ M freies Ca
2+
 160 µ M freies Ca
2+
s
t
a
t
i
o
n
ä
r
e
r
 
S
t
r
o
m
 
[
p
A
]
Membranpotential [mV]
B
0 50 100 150 200
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
α
Ca
2+-Konzentration [µ M]
Abbildung 4.13: Spannungsabh¨ angigkeit des station¨ aren Stromsignals bei verschiedenen
Ca2+-Konzentrationen
A Stromamplitude des station¨ aren Signals eines exemplarischen Membranpatchs bei verschiedenen
Ca2+-Konzentrationen zwischen -75 und +75 mV Membranpotential: Deutlich zu erkennen ist die
Abnahme der Stromamplitude bei zunehmender Depolarisation der Membran. Bei einer ¨ Anderung des
Membranpotentials um 100 mV ¨ andert sich die Amplitude um etwa den Faktor zwei. Die Daten wurden
mit der Funktion I = I0 · exp(−VMe0α
2kT ) angepasst.
BC a 2+-Abh¨ angigkeit des Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α, wie er in (A) beispielhaft bestimmt wurde: Im
untersuchten Ca2+-Konzentrationsbereich zwischen 5 und 180 µM zeigt der Dielektrizit¨ atskoeﬃzient nur
eine sehr schwache Ca2+-Abh¨ angigkeit und liegt zwischen 0.35 und 0.40 mit Tendenz zur Abnahme bei
niedrigen Ca2+-Konzentrationen.
(Daten aus 3 verschiedenen Membranﬂecken, Fehlerbalken in x ± SD)
Zu erkennen ist die Abnahme der Stromamplitude bei einer Depolarisation der Mem-
bran. Bei einer ¨ Anderung des Membranpotentials um 100 mV ¨ andert sich die Stromam-
plitude um etwa den Faktor zwei bei allen untersuchten Ca2+-Konzentrationen. In der
Abbildung ist ein Fit der Daten mit der Funktion
I = I0 · exp

−
VMe0α
2kT

eingezeichnet (L¨ auger, 1991). Der Dielektrizit¨ atskoeﬃzient α ist dabei ein Maß f¨ ur die
Spannungsabh¨ angigkeit. Er ist in Abbildung 4.13 B in Abh¨ angigkeit von der Ca2+-Kon-
zentration dargestellt. Die Daten stammen von drei verschiedenen Membranﬂecken. Der78 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.14: Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstromsignals bei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationen
A Stromamplitude des Spitzenstroms eines exemplarischen Membranﬂeckens bei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationen zwischen -75 und +75 mV Membranpotential: Wie der station¨ are Strom nimmt auch
der Spitzenstrom mit zunehmender Depolarisation ab. Eingezeichnet ist wieder ein Fit mit der Funktion
I = I0 · exp
	
−VMe0α
2kT


.
BC a 2+-Abh¨ angigkeit des Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α des Spitzenstroms: Er liegt ¨ uber den gesamten
untersuchten Ca2+-Konzentrationsbereich bei ca. 0.35 und zeigt damit kein Ca2+-abh¨ angiges Verhalten.
(Daten aus 3 verschiedenen Membranﬂecken, Fehlerbalken in x ± SD)
Dielektrizit¨ atskoeﬃzient liegt zwischen 0.35 und 0.4 mit einer leichten Tendenz zur Ab-
nahme bei abnehmender Ca2+-Konzentration. Insgesamt zeigt der station¨ are Strom da-
mit nur eine relativ schwach ausgepr¨ agte Spannungsabh¨ angigkeit im untersuchten Ca2+-
Konzentrationsbereich zwischen 5 und 180 µM.
Die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms bei verschiedenen Ca2+-Konzentratio-
nen ist in Abbildung 4.14 A und B dargestellt. Die Daten in (A) stammen vom gleichen
exemplarischen Membranpatch wie in Abbildung 4.13 A. Der Spitzenstrom nimmt ebenso
wie der station¨ are Strom bei einer Depolarisation der Membran ab. Bei einer ¨ Anderung
des Membranpotentials um 100 mV ¨ andert sich die Amplitude des Spitzenstroms um
nicht ganz den Faktor zwei. Die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms ist damit nur
unwesentlich schw¨ acher als die des station¨ aren Stroms. Dies zeigt auch der Dielektri-
zit¨ atskoeﬃzient α, der in (B) wieder in Abh¨ angigkeit von der Ca2+-Konzentration darge-
stellt ist: Er liegt bei ca. 0.35 im gesamten untersuchten Ca2+-Konzentrationsbereich und
zeigt damit keine Ca2+-Abh¨ angigkeit. Die Daten stammen wieder von drei verschiedenen
Membranﬂecken. Der Spitzenstrom ist demnach wie der station¨ are Strom nur schwach
spannungsabh¨ angig.
Abbildung 4.15 zeigt die Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des
Signalabfalls vom Spitzen- auf den station¨ aren Wert bei verschiedenen Ca2+-Konzen-
trationen. Da die Geschwindigkeitskonstante, wie bereits bei den Messungen zur Ca2+-
Abh¨ angigkeit erw¨ ahnt, Schwankungen zwischen den einzelnen Membranﬂecken zeigte,
sind in der Abbildung die Daten einer exemplarischen Messung dargestellt. Deutlich zu
erkennen ist die bereits im letzten Abschnitt gezeigte Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwin-4.2. Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus 79
digkeitskonstanten. Sie ist dagegen zwischen -75 mV und +75 mV bei allen untersuch-
ten Ca2+-Konzentrationen nicht spannungsabh¨ angig. Diese Spannungsunabh¨ angigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten 1/τAbfall konnte bei Messungen an mehreren Membranﬂecken
mit sehr gutem Signal-Rausch-Verh¨ altnis eindeutig best¨ atigt werden.
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Abbildung 4.15: Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalab-
falls bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen
Die Geschwindigkeitskonstante 1/τAbfall zeigt kein spannungsabh¨ angiges Verhalten zwischen -75
und +75 mV. Dagegen ist die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten zwischen 30 und
152 µMC a 2+ deutlich zu erkennen.
Die Daten stammen von einem exemplarischen Membranﬂecken und konnten an weiteren Membranﬂecken
und Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen best¨ atigt werden.
Die Auswertung der Spannungsabh¨ angigkeit des Signalanstiegs gestaltete sich wie-
derum schwierig, da die schnelle Phase des Anstiegs durch das zeitliche Auﬂ¨ osungs-
verm¨ ogen der Messapparatur und des Messobjekts selbst (Bandbreite, Schaltung des
forced-reset) beschr¨ ankt wird. Die langsame Phase tritt dagegen nur bei sehr niedrigen
Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen auf und ist, bedingt durch das schlechtere Signal-Rausch-
Verh¨ altnis, mit Unsicherheiten beim Anpassen mit einer Exponentialfunktion verbunden.
Die Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ1,Anstieg und 1/τ2,Anstieg,
gemessen an einem ausgew¨ ahlten Membranpatch, ist in Abbildung 4.16 A und B dar-
gestellt. Beide Geschwindigkeitskonstanten zeigen keine Spannungsabh¨ angigkeit zwischen
-75 und +75 mV Membranpotential. Wegen der oben angef¨ uhrten Gr¨ unde l¨ asst sich aber
keine abschließende Beurteilung der Spannungsabh¨ angigkeit treﬀen, wenn auch weitere
Membranﬂecken ein ¨ ahnliches Verhalten zeigten.80 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.16: Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalan-
stiegs
Sowohl die Geschwindigkeitskonstante der schnelle Phase (A) als auch der langsamen Phase (B)
des Signalanstiegs des Na+-Ca2+-Transports scheinen spannungsunabh¨ angig zu sein. Allerdings ist
die schnelle Phase durch die messtechnisch m¨ ogliche Zeitauﬂ¨ osung (Bandbreite des Systems, forced
reset-Schaltung) limitiert. Die ermittelte Gr¨ oßenordnung der Geschwindigkeitskonstanten der schnellen
Phase von ca. 40000 s−1 entspricht denn auch der bei der eingesetzten Filterbandbreite von 10 kHz zu
erwartenden Gr¨ oßenordnung. Die langsame Phase ist dagegen nur schwer durch eine Exponentialfunktion
anzupassen, da sie nur bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen zu sehen ist und dann in die schnelle Phase
¨ ubergeht. Eine eindeutige Aussage ¨ uber die Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des
Signalanstiegs ist daher abschließend nicht m¨ oglich.4.3. Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus 81
4.3 Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus
Der Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus des Na+-Ca2+-Austauschers bietet den großen Vorteil,
dass man gezielt nur den Ca2+-Translokationszweig des Na+-Ca2+-Transportzyklus (im
Rahmen eines konsekutiven Reaktionsmodells) untersuchen kann. Dies vereinfacht die
sp¨ atere Analyse der Messdaten, da durch die Betrachtung des Halbzyklus leichter R¨ uck-
schl¨ usse aus den gewonnenen Messdaten auf die zugrunde liegenden Reaktionsschritte
gezogen werden k¨ onnen.
Bei den Messungen zum Ca2+-Ca2+-Austausch enthielt die extrazellul¨ are (Pipetten-
)L ¨ osung 5 mM Ca2+ anstatt Na+.C a 2+-Konzentrationsspr¨ unge auf der intrazellul¨ aren
Seite wurden wieder durch Photolyse unterschiedlicher DMN-Konzentrationen (≈ 60, 120,
230, 300, 400, 750, 900, 5800 µM, ±10% bedingt durch Ansetzen der L¨ osungen) bei
variierendem Haltepotential hervorgerufen.
4.3.1 Ca2+-Abh¨ angigkeit des Ca2+-Ca2+-Transports
Die Ca2+-Abh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals im Ca2+-Ca2+-Transportmodus
des Austauschers soll zun¨ achst bei 0 mV Membranpotential betrachtet werden. Eine Er-
weiterung der Ca2+-Abh¨ angigkeit durch die Variation des Membranpotentials erfolgt dann
im n¨ achsten Abschnitt.
Abbildung 4.17 zeigt eine typische Messung, bei der die Ca2+-Konzentration zwi-
schen 10 und 500 µM variiert wurde. Das durch Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge hervor-
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Abbildung 4.17: Vorstation¨ ares Stromsignal bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen im
Ca2+-Ca2+-Austausch
Die Ca2+-Konzentration wurde zwischen 10 und 500 µM variiert. Es zeigt sich eine deutliche Ca2+-
Abh¨ angigkeit des transienten Stromsignals: Bei abnehmender Ca2+-Konzentration wird der Spitzenstrom
deutlich kleiner und f¨ allt langsamer auf den station¨ aren Wert ab.
(intrazellul¨ are Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge auf 10, 37, 77 und 500 µMC a 2+, 5 mM Ca2+ extrazellul¨ ar,
Membranpotential 0 mV, Filterbandbreite 5 bzw. 10 kHz entsprechend Signalgr¨ oße. Die verschiedenen
Messungen an einem Einzelpatch wurden zur Verdeutlichung ¨ ubereinandergelegt.)82 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
gerufene vorstation¨ are Stromsignal zeigt eine deutliche Ca2+-Abh¨ angigkeit: Bei kleinen
Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen ist der Spitzenstrom deutlich kleiner und das Signal f¨ allt
langsamer, ohne jeglichen station¨ aren Stromanteil, auf 0 pA ab.
Im Gegensatz zum Na+-Ca2+-Austausch gibt es im Ca2+-Ca2+-Austausch nur ein tran-
sientes Stromsignal und keinen von null verschiedenen station¨ aren Strom, da keine Net-
toladung verschoben wird. Dieser fehlende station¨ are Strom erschwert eine Bestimmung
der freigesetzten Ca2+-Konzentration. Es kann daher nur eine Absch¨ atzung der Ca2+-
Konzentration ¨ uber die eingesetzte Laserenergiedichte und der DMN-Konzentration er-
folgen. Eine Normierung mehrerer Einzelmessungen ist deshalb schwieriger als bei den
Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus. Im folgenden werden daher exemplarische
Einzelmessungen dargestellt, sofern das gezeigte Verhalten an weiteren Membranﬂecken
best¨ atigt werden konnte.
Eine genauere Analyse der Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms und der zum Si-
gnalabfall korrespondierenden Geschwindigkeitskonstanten 1/τAbfall des Signalabfall zeigt
Abbildung 4.18 A und B. Die Daten stammen von einem exemplarischen Membran-
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Abbildung 4.18: Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskonstan-
ten des Signalabfalls im Ca2+-Ca2+-Austausch
Sowohl der Spitzenstrom (A) als auch die Geschwindigkeitskonstante (B) s¨ attigen bei hohen Ca2+-
Konzentrationen. Die Daten lassen sich mit einer Michaelis-Menten-Funktion anpassen und ergeben
apparente Aﬃnit¨ aten von 36.5±5.6 µMC a 2+ (Spitzenstrom) bzw. 56.1±6.2 µMC a 2+ (Geschwindig-
keitskonstante).
(Daten eines exemplarischen Membranpatches, Fehlerbalken in Abbildung: Mittelwerte aus 2 bis 3 Mes-
sungen am selben Patch)
patch. Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl der Spitzenstrom (Abb. 4.18 A) als
auch die Geschwindigkeitskonstante 1/τ des Signalabfalls (Abb. 4.18 B) bei hohen Ca2+-
Konzentrationen s¨ attigen. Die Daten lassen sich mit einer Michaelis-Menten-Funktion
anpassen. Die so ermittelten apparenten Aﬃnit¨ aten aus drei Einzelmessungen sowie die
Mittelwerte sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Zus¨ atzlich ist in der Tabelle die ma-
ximale Geschwindigkeitskonstante (1/τ)max angegeben, da diese f¨ ur die sp¨ atere Diskus-
sion von Bedeutung ist. Wie bereits beim Na+-Ca2+-Austausch liegen die KM-Werte f¨ ur
den Spitzenstrom und f¨ ur die Geschwindigkeitskonstante deutlich h¨ oher als f¨ ur den sta-4.3. Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus 83
Messung 1 Messung 2 Messung 3 x ± SE
KCa2+
M,Spitzenstrom 66 µM 68 µM 37 µM 57±10 µM( n=3)
KCa2+
M,1/τ 80 µM 92 µM 56 µM 76±11 µM( n=3)
(1/τ)max 8810 s−1 11240 s−1 10600 s−1 10220±1030 s−1 (n=3)
Tabelle 4.2: KM-Werte des Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ bei
0m Vi mC a 2+-Ca2+-Austausch
tion¨ aren Strom im Na+-Ca2+-Austausch. Ber¨ ucksichtigt man die Ungenauigkeiten bei
der Absch¨ atzung der freien Ca2+-Konzentration nach der Photolyse, dann stimmen die
apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskonstanten im
Ca2+-Ca2+-Austausch mit denen im Na+-C a 2+-Austausch weitestgehend ¨ uberein.
Eine Integration des transienten Stromsignals ergibt die verschobene Ladung bei der
Einstellung des neuen Gleichgewichtszustandes nach dem Ca2+-Konzentrationssprung.
Diese verschobene Ladung ist in Abbildung 4.19 in Abh¨ angigkeit von der Ca2+Konzen-
tration dargestellt. Im Gegensatz zum Spitzenstrom bzw. zur Geschwindigkeitskonstan-
ten zeigt die verschobene Ladung praktisch keine Ca2+-Abh¨ angigkeit zwischen 6 und
400 µMC a 2+. Dieses Verhalten konnte an mehreren Membranﬂecken reproduziert wer-
den.
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Abbildung 4.19: Ca2+-Abh¨ angigkeit der verschobenen Ladung im Ca2+-Ca2+-Austausch
Die verschobene Ladung, das heißt, das Integral des transienten Stromsignals, zeigt keine deutliche Ca2+-
Abh¨ angigkeit im untersuchten Ca2+-Konzentrationsbereich zwischen 6 und 400 µMC a 2+.
Die Daten stammen von einem exemplarischen Membranpatch.
4.3.2 Spannungsabh¨ angigkeit des Ca2+-Ca2+-Transports
W¨ ahrend im vorangehenden Abschnitt die Ca2+-Abh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stroms
im Ca2+-Ca2+-Austausch bei 0 mV Membranpotential dargestellt wurde, erfolgt nun eine
Erweiterung auf die Spannungsabh¨ angigkeit.
Abbildung 4.20 A bis D zeigt das Verhalten des vorstation¨ aren Stroms bei vier Ca2+-
Konzentrationen zwischen 10 und 500 µM und Membranpotentialen von -75, 0 und84 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
+75 mV an. Die Daten stammen vom selben Membranpatch. Zu erkennen ist, neben
dem bereits bekannten Ca2+-abh¨ angigen Verhalten, eine deutliche Abnahme des Signals
bei depolarisierenden Membranpotentialen. Das Abklingen des transienten Stromsignals
scheint unabh¨ angig vom Membranpotential zu sein.
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Abbildung 4.20: Das vorstation¨ are Stromsignal im Ca2+-Ca2+-Austausch bei verschiede-
nen Membranpotentialen und Ca2+-Konzentrationen
A-D zeigt das spannungsabh¨ angige Verhalten des vorstation¨ aren Stromsignals bei vier verschiedenen
Ca2+-Konzentrationen. Zu erkennen ist die Signalabnahme bei Depolarisation der Membran. Dies Ver-
halten ist unabh¨ angig von der Ca2+-Konzentration. Das Abklingen des transienten Signals ist unabh¨ angig
vom Membranpotential, allerdings abh¨ angig von der Ca2+-Konzentration. Alle Signale stammen vom glei-
chen Membranpatch und wurden zum besseren Vergleich bei der jeweiligen Ca2+-Konzentration ¨ uberein-
andergelegt. Filterbandbreite 10 (A-C) bzw. 5 kHz (D).
Eine Betrachtung der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ best¨ atigt diese Spannungsun-
abh¨ angigkeit, wie Abbildung 4.21 zeigt: Im Bereich von -75 bis +75 mV ist die Geschwin-
digkeitskonstante unabh¨ angig vom Membranpotential. Dagegen ist die Ca2+-Abh¨ angigkeit
deutlich zu erkennen.
Diese Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals spiegelt sich bei einer
Bestimmung der apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des Spitzenstroms und der Geschwindig-
keitskonstanten f¨ ur Membranpotentiale zwischen -75 und +75 mV wider. Dies ist am
Beispiel eines exemplarischen Membranpatches in Abbildung 4.22 A bis F dargestellt. Die
Ca2+-Abh¨ angigkeiten des Spitzenstroms bzw. der Geschwindigkeitskonstanten wurden bei
verschiedenen Membranpotentialen mit einer Michaelis-Menten-Kinetik angepasst (in der4.3. Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus 85
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Abbildung 4.21: Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten im Ca2+-Ca2+-
Austausch
Die Geschwindigkeitskonstante ist zwischen -75 und +75 mV unabh¨ angig vom Membranpotential. Dage-
gen ist die starke Ca2+-Abh¨ angigkeit zu erkennen.
Die Daten stammen von 2 bis 3 Messungen am gleichen Membranpatch.
Abbildung am Beispiel -75 mV bzw. +75 mV gezeigt). Die so gewonnenen KM-Werte des
Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskonstanten zeigen keine Spannungsabh¨ angigkeit
zwischen -75 und +75 mV (Abbildung 4.22 E und F).
Abbildung 4.23 zeigt die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms bei vier verschie-
denen Ca2+-Konzentrationen. Der Spitzenstrom nimmt bei einer Depolarisation der Mem-
bran ab. In (A) ist ein Fit der Daten mit der Funktion I = I0 · exp(−
VMe0α
2kT ) eingezeichnet.
Der so gewonnene Dielektrizit¨ atskoeﬃzient α als Maß f¨ ur die Spannungsabh¨ angigkeit ist
in (B) in Abh¨ angigkeit von der Ca2+-Konzentration dargestellt. Er liegt im untersuchten
Ca2+-Konzentrationsbereich relativ konstant bei 0.2-0.25 und zeigt keine Ca2+-Abh¨ angig-
keit. Er ist damit im Vergleich zum im Na+-Ca2+-Austausch bestimmten Dielektrizit¨ ats-
koeﬃzienten α kleiner (≈0.22 vs. ≈0.4).
Da das transiente Stromsignal eine Spannungsabh¨ angigkeit zeigt (verdeutlicht in der
Abnahme des Spitzenstroms), die Geschwindigkeitskonstante des Signalabfalls aber span-
nungsunabh¨ angig ist, muss die verschobene Ladung vom Membranpotential abh¨ angen.
Eine Integration des Stromsignals best¨ atigt dies, wie Abbildung 4.24A verdeutlicht: Die
verschobene Ladung (Absolutwerte) nimmt von ca. 22 fC bei -75 mV auf ca. 10 fC bei
+75 mV ab (wobei negative Ladungen verschoben werden, da es sich um einen transien-
ten Einw¨ artsstrom handelt). Die Ladungsverschiebung ist weitestgehend unabh¨ angig von
der Ca2+-Konzentration. Dies best¨ atigt auch eine Betrachtung der Ca2+-Abh¨ angigkeit
bei verschiedenen Membranpotentialen (siehe Abbildung 4.19B), wobei die Integration
des transienten Stromsignals insbesondere bei kleinen Ca2+-Konzentrationen aufgrund
des schlechten Signal-Rausch-Verh¨ altnisses mit Unsicherheiten verbunden ist.86 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.22: Spannungsabh¨ angigkeit der apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des Spitzen-
stroms und der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls
Die Ca2+-Aﬃnit¨ at des Spitzenstroms bzw. der Geschwindigkeitskonstanten wurde bei verschiedenen
Membranpotentialen (beispielhaft in A und C bei -75 mV, B und D bei +75 mV) bestimmt, indem
die Daten mit einer Michaelis-Menten-Funktion angepasst wurden. Die so gewonnenen KM-Werte des
Spitzenstroms (E) als auch der Geschwindigekeitskonstanten (F) zeigen keine Spannungsabh¨ angigkeit.
Die Daten stammen von einem exemplarischen Membranpatch.4.3. Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus 87
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Abbildung 4.23: Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms im Ca2+-Ca2+-Austausch
A Der Spitzenstrom zeigt bei allen Ca2+-Konzentrationen eine Abnahme bei einer Depolarisation der
Membran. Eingezeichnet ist jeweils ein Fit mit der Funktion I = I0 · exp(−VMe0α
2kT ).
B Der Dielektrizit¨ atskoeﬃzient α zeigt keine Abh¨ angigkeit von der Ca2+-Konzentration und liegt bei
≈0.22.
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Abbildung 4.24: Spannungsabh¨ angigkeit der verschobenen Ladung im Ca2+-Ca2+-Aus-
tausch
Die Ladungsverschiebung nimmt bei depolarisierenden Membranpotentialen ab (A). Die Ladungsverschie-
bung ist unabh¨ angig von der Ca2+-Konzentration, wie auch eine Betrachtung der Ca2+-Abh¨ angigkeit bei
verschiedenen Membranpotentialen in (B) best¨ atigt.88 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
4.4 Transport anderer zweiwertiger Kationen
Der Na+-Ca2+-Austauscher transportiert neben Ca2+ auch weitere zweiwertige Katio-
nen (Blaustein und Santiago, 1977, Trosper und Philipson, 1983, Kimura et al., 1987, Trac
et al., 1997, Condrescu et al., 1997, Egger et al., 1999, Tashiro et al., 2000). Daher war es
von Interesse, ob der Transport anderer Kationen einen Einﬂuss auf die Kinetik des vorsta-
tion¨ aren Stromsignals hat, der weitere R¨ uckschl¨ usse auf die zugrunde liegenden Reaktions-
schritte erlaubt. Getestet wurde der Einﬂuss von Strontium und Barium. Hierzu enthielt
die extrazellul¨ are (Pipetten-) L¨ osung 5 mM Sr2+ bzw. 5 mM Ba2+ anstelle von Ca2+. Auf
der intrazellul¨ aren Membranseite wurden wieder Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge durch Pho-
tolyse von DM-Nitrophen durchgef¨ uhrt, sodass ein Sr2+-Ca2+- bzw. Ba2+-Ca2+-Austausch
initiiert wurde. F¨ ur die Untersuchung eines Sr2+-Sr2+- bzw. Ba2+-Ba2+-Austausches w¨ are
die Beladung des DM-Nitrophens mit Sr2+ bzw. Ba2+ notwendig. Da aber zum einen die
Bindungskonstanten f¨ ur Sr2+ an DMN nicht bekannt sind, zum anderen Ba2+ deutlich
schlechter von DM-Nitrophen gebunden wird als Ca2+ (Grell et al., 1989), erschien eine
Beladung des DM-Nitrophens mit diesen Kationen nicht sinnvoll.
Sr2+ ist bekannt daf¨ ur, vom Austauscher ¨ ahnlich gut transportiert zu werden wie
Ca2+ (Trosper und Philipson, 1983, Kimura et al., 1987). Dagegen gilt Ba2+ als schlechtes
Substrat, das im L¨ osungswechselexperiment im Vergleich zu Ca2+ nur kleine station¨ are
Str¨ ome im Austausch gegen Na+ hervorruft (Trac et al., 1997). Dies ist in Abbildung 4.25
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Abbildung 4.25: Na+-Sr2+- und Na+-Ba2+-Austausch im L¨ osungswechselexperiment
W¨ ahrend im Sr2+-Na+-Austausch (A) hohe station¨ are Str¨ ome detektierbar sind, sind die Str¨ ome im
Ba2+-Na+-Austausch (B) nur minimal.
(Die Messungen stammen von zwei verschiedenen Membranﬂecken aus unterschiedlichen Oozyten. Ein di-
rekter Vergleich beider Signale ist daher nicht m¨ oglich. Die transienten Signalanteile in (B) sind Artefakte,
bedingt durch L¨ osungspulse beim Schalten der Ventile.)
dargestellt, wobei ein direkter Vergleich beider Signale allerdings nicht m¨ oglich ist, da
sie von verschiedenen Membranﬂecken von unterschiedlichen Oozyten stammen. Das nur
wenige Picoampere betragende Stromsignal im Ba2+-Na+-Austausch ist dabei nicht auf
mangelnde Expression des Proteins in der Oozytenmembran zur¨ uckzuf¨ uhren, wie Kon-
trollmessungen im Na+-Ca2+-Austausch an Membranpatches, die von der gleichen Oozyte4.4. Transport anderer zweiwertiger Kationen 89
gewonnen wurden, gezeigt haben. Die Signalh¨ ohe schwankt zwar in der Regel zwischen
verschiedenen Membranﬂecken (auch wenn sie von der gleichen Oozyte stammen), aber so-
fern die Patches von nahe beieinander liegenden Oberﬂ¨ achenarealen der Oozytenmembran
herausgerissen werden, sind starke Abweichungen in der Expressionsdichte des Proteins
unwahrscheinlich.
4.4.1 Vorstation¨ ares Stromsignal im Sr2+-Ca2+-Austausch
Da Sr2+ als gut transportiertes Substrat des Austauschers bekannt ist und auch im
L¨ osungswechselexperiment im Na+-Sr2+-Austausch große, zum Na+-Ca2+-Austausch ver-
gleichbare Str¨ ome lieferte, war es nicht verwunderlich, dass sich auch im Photolyseexpe-
riment im Sr2+-Ca2+-Austausch vergleichbare vorstation¨ are Stromsignale wie im Ca2+-
Ca2+-Austausch ergaben.
Ca2+-Abh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals im Sr2+-Ca2+-Austausch
Bei intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen verschiedener H¨ ohe zeigt das vorstati-
on¨ are Signal im Sr2+-Ca2+-Austausch das gleiche Verhalten wie im Ca2+-Ca2+-Austausch,
wie Abbildung 4.26 zeigt: Das Signal nimmt bei abnehmender Ca2+-Konzentration ab und
das Abklingen des Signal¨ uberschwingers verlangsamt sich.
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Abbildung 4.26: Vorstation¨ ares Stromsignal bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen im
Sr2+-Ca2+-Austausch
Ebenso s¨ attigt sowohl der Spitzenstrom als auch die Geschwindigkeitskonstante 1/τ
des Signalabfalls bei hohen Ca2+-Konzentrationen (siehe Abbildung 4.27). Die apparenten
Ca2+-Aﬃnit¨ aten von KCa2+
M,Spitzenstrom =9 7µM und KCa2+
M,1/τ =1 3 8µM dieser Messung
liegen zwar h¨ oher als die ¨ uber das transiente Stromsignal im Na+-Ca2+- bzw. Ca2+-Ca2+-
Austausch bestimmten Ca2+-Aﬃnit¨ aten, dies liegt aber im Rahmen der Unsicherheit bei
der Absch¨ atzung der freigesetzten Ca2+-Konzentration.90 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.27: Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskon-
stanten im Sr2+-Ca2+-Austausch
Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals im
Sr2+-Ca2+-Austausch
Wie bei den Messungen zum Ca2+-Ca2+-Austausch wurden auch bei den Messungen
zum Sr2+-Ca2+-Austausch die Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge mit einer Variation des Mem-
branpotentials kombiniert. Das transiente Stromsignal zeigte dabei das gleiche span-
nungsabh¨ angige Verhalten wie im Ca2+-Ca2+-Austausch, sowohl bei hohen als auch bei
niedrigen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen (siehe Abbildung 4.28). Wie beim Ca2+-Ca2+-
Austausch ist die Geschwindigkeitskonstante 1/τ des Signalsabfalls unabh¨ angig vom Mem-
branpotential und weist stattdessen nur eine Ca2+-Abh¨ angigkeit auf, wie Abbildung 4.29
verdeutlicht.
Auch die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten sowohl des Spitzenstroms als auch der Ge-
schwindigkeitskonstanten 1/τAbfall sind spannungsunabh¨ angig im Bereich von -75 bis
+75 mV (siehe Abbildung 4.30).
Der Spitzenstrom weist nur eine schwache Spannungsabh¨ angigkeit mit einem Ca2+-
unabh¨ angigen Dielektrizit¨ atkoeﬃzienten α ≈ 0.25 (Abbildung 4.31) auf. Die Ladungsver-
schiebung im Sr2+-Ca2+-Austausch nimmt bei einer Depolarisation der Membran ab, ist
aber von der Ca2+-Konzentration unabh¨ angig (Abbildung 4.32).
Insgesamt kann die Ca2+- und Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsi-
gnals im Sr2+-Ca2+-Austausch nach einem photolytischen Ca2+-Konzentrationssprung als
Best¨ atigung der Ergebnisse aus den Untersuchungen zum Ca2+-Ca2+-Austausch gesehen
werden.4.4. Transport anderer zweiwertiger Kationen 91
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Abbildung 4.28: Spannungsabh¨ angigkeit des Sr2+-Ca2+-Austauschs
Der transiente Strom im Sr2+-Ca2+-Austausch zeigt nach einem hohen (A) und einem niedrigen (B)
Ca2+-Konzentrationssprung (Laserpuls bei t=0 ms) das gleiche spannungsabh¨ angige Verhalten wie das
vorstation¨ are Stromsignal im Ca2+-Ca2+-Austausch.
Die Signale stammen vom gleichen Membranpatch und wurden zur besseren Vergleichbarkeit ¨ ubereinan-
dergelegt.
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Abbildung 4.29: Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τAbfall bei ver-
schiedenen Ca2+-Konzentrationen im Sr2+-Ca2+-Austausch
Die Geschwindigkeitskonstante 1/τAbfall des Signalabfalls ist spannungsunabh¨ angig, aber Ca2+-abh¨ angig.
Alle Daten stammen vom gleichen Membranpatch.92 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
A
0 200 400 600 800
-125
-100
-75
-50
-25
0
Membranpotential -75 mV
I
max  -142.8 ± 4.5 pA
K
M    105.3 ± 9.8 µ M
S
p
i
t
z
e
n
s
t
r
o
m
 
[
p
A
]
Ca
2+-Konzentration [µ M]
B
0 200 400 600
-60
-40
-20
0
Membranpotential +75 mV
I
max   -65.9  ±  6.1 pA
K
M      73.0 ± 21.3 µ M
S
p
i
t
z
e
n
s
t
r
o
m
 
[
p
A
]
Ca
2+-Konzentration [µ M]
C
0 200 400 600
0
2500
5000
7500
10000
Membranpotential -75 mV
(1/τ )
max  10640 ± 530 s
-1
K
M            143.4 ± 20.1 µ M
1
/
τ
A
b
f
a
l
l
 
[
s
-
1
]
Ca
2+-Konzentration [µ M]
D
0 200 400 600
0
2500
5000
7500
10000
12500
Membranpotential +75 mV
(1/τ )
max  11800 ± 580 s
-1
K
M         108.7  ± 15.6 µ M
1
/
τ
A
b
f
a
l
l
 
[
s
-
1
]
Ca
2+-Konzentration [µ M]
E
-75 -50 -25 0 25 50 75
0
50
100
150
200
C
a
2
+
K
M
,
 
S
p
i
t
z
e
n
s
t
r
o
m
 
[
µ
M
]
Membranpotential [mV]
F
-75 -50 -25 0 25 50 75
0
50
100
150
200
250
C
a
2
+
K
M
,
 
1
/
τ
 
[
µ
M
]
Membranpotential [mV]
Abbildung 4.30: Spannungsabh¨ angigkeit der apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des Spitzen-
stroms und der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls im Sr2+-Ca2+-Austausch4.4. Transport anderer zweiwertiger Kationen 93
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Abbildung 4.31: Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms im Sr2+-Ca2+-Austausch
Ein Fit der Daten in (A) mit der Funktion I = I0 · exp(−VMe0α
2kT ) liefert den Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α,
der ¨ uber den gesamten Ca2+-Konzentrationsbereich bei ca. 0.25 liegt (B).
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Abbildung 4.32: Spannungs- und Ca2+-Abh¨ angigkeit der verschobenen Ladung im Sr2+-
Ca2+-Austausch
Die verschobene Ladung (das Integral des transienten Stromsignals) ist spannungs-, aber nicht Ca2+-
abh¨ angig und zeigt damit das gleiche Verhalten wie im Ca2+-Ca2+-Austausch.94 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
4.4.2 Vorstation¨ ares Stromsignal im Ba2+-Ca2+-Austausch
Da Ba2+ im Vergleich zu Ca2+ oder Sr2+ als vom Austauscher schlecht transportiertes Sub-
strat gilt, war die Frage interessant, ob nach einem photolytischen Ca2+-Konzentrations-
sprung ein vorstation¨ ares Stromsignal zu registrieren ist. ¨ Uberraschenderweise ergab sich
sogar ein relativ großes transientes Stromsignal, wie Abbildung 4.33 A zeigt. Der Spit-
zenstrom von ca. 120 pA liegt im Bereich des Spitzenstroms eines Ca2+-Ca2+-Austausch-
Experiments an einem vergleichbaren Membranpatch, obwohl sich im L¨ osungswechselex-
periment bei einem intrazellul¨ aren Na+-Sprung (100 mM, 5 mM Ba2+ extrazellul¨ ar) nur
ein station¨ arer Strom < 5 pA ergab. Bei einem photolytischen Ca2+-Konzentrationssprung
an einer Kontrolloozytenmembran war dagegen kein transientes Stromsignal zu verzeich-
nen, wie Abbildung 4.33 B zeigt.
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Abbildung 4.33: Vorstation¨ ares Stromsignal im Ba2+-Ca2+-Austausch
A Nach einem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung auf ca. 100 µMC a 2+ zeigt sich ein transientes
Stromsignal, das biphasisch abf¨ allt. Ein biexponentieller Fit des Signalabfalls ergibt die Zeitkonstanten
τAbfall1=2.18 ms und τAbfall2=0.22 ms mit 78.15 bzw. 18.5% Anteil am Signal sowie eine Ladungsver-
schiebung (Integral des Signals) von -118 fC. Eine monoexponentielle Anpassung des Signalabfalls f¨ uhrt
zu einem deutlich schlechteren Ergebnis, wie die Fit-Residuen (oberer Abbildungsteil) verdeutlichen.
B Messung an einer Kontrolloozytenmembran: Nach einem Ca2+-Konzentrationssprung auf ca. 75 µM
ist kein transientes Stromsignal zu verzeichnen.
(5 mM Ba2+ extrazellul¨ ar, DMN-Konzentration 1000 µM (A) bzw. 600 µM (B), Membranpotential 0 mV,
Laserpuls bei t=0 ms, Filterbandbreite 10 kHz)
Auﬀallend ist das biphasische Abklingen des transienten Signals in Abbildung 4.33A.
Eine Anpassung des Signalabfalls mit einer monoexponentiellen Funktion liefert nur ein
schlechtes Resultat, wie die Residuen verdeutlichen. Eine zweite Phase im Signalabfall
konnte bei den Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch (mit 5 mM Ca2+ extrazellul¨ ar) und
Na+-Ca2+-Austausch (mit 100 mM Na+ extrazellul¨ ar) bisher nicht beobachtet werden
(siehe aber unten, Abschnitt 4.4.3). Eine Anpassung des Signals mit drei Exponential-4.4. Transport anderer zweiwertiger Kationen 95
funktionen ergiebt f¨ ur den Signalanstieg eine Zeitkonstante von τ=0.03 ms und f¨ ur den
Signalabfall die Zeitkonstanten τAbfall1=2.18 ms bzw. τAbfall2=0.22 ms. Die Zeitkonstante
der schnellen Phase des Signals liegt damit im Bereich der aus dem Ca2+-Ca2+-Austausch
bekannten Zeitkonstanten f¨ ur den Signalabfall. Die zus¨ atzliche langsame Phase repr¨ asen-
tiert m¨ oglicherweise einen Reaktionsschritt, der durch die Verwendung von Ba2+ nun
erstmals sichtbar gemacht werden konnte.
Auﬀallend ist zudem die mit dem transienten Stromsignal verbundene hohe Ladungs-
verschiebung von -118 fC, die erheblich gr¨ oßer ist als die im Ca2+-Ca2+- oder Sr2+-Ca2+-
Modus beobachtete Ladungsverschiebung (vgl. vorherige Abschnitte, siehe auch Kappl
et al., 2001). Die zus¨ atzliche langsame Phase im Signal (bei vergleichbarer H¨ ohe des Spit-
zenstroms im Ca2+-Ca2+-Austausch) f¨ uhrt zu einer deutlich gr¨ oßeren Fl¨ ache unter dem
Signal: Die verschobene Ladung (Absolutwert) ist im gezeigten Beispielsignal mit > 100 fC
bei 0 mV merklich gr¨ oßer als im Ca2+-Ca2+-Austausch ( Q typischerweise ≈ 25 fC, Ver-
gleich der Absolutwerte, tats¨ achlich werden negative Ladungen verschoben). Das heißt,
mit dem in der langsamen Phase beobachteten zus¨ atzlichen Reaktionsschritt muss eine
hohe Ladungstranslokation verbunden sein, die in dieser Form im Ca2+-Ca2+-Austausch
bisher noch nicht gesehen wurde.
Eine t-Test-Analyse best¨ atigt dies: Das Integral (und damit die verschobene Ladung)
eines auf einen Spitzenstrom von -100 pA normierten Signals ist im Ba2+-Ca2+-Austausch
signiﬁkant gr¨ oßer als das eines Signals im Ca2+-Ca2+-Austauschs (-64.8 vs. -29.4 fC, Si-
gniﬁkanzniveau α=0.05, siehe Tabelle 4.3).
mittlere
Transportmodus Ladungsverschiebung Varianz σ Anzahl Ergebnis t-Test
Ba2+-Ca2+-Austausch -64.8 fC 86.2 n=5 t=6.338
Ca2+-Ca2+-Austausch -29.4 fC 83.9 n=6 p=1.35·10−4
Tabelle 4.3: t-Test-Analyse der mittleren Ladungsverschiebung im Ba2+-Ca2+- und Ca2+-
Ca2+-Austausch
Bei einem Signiﬁkanzniveau von α=0.05 ist die Ladungsverschiebung im Ba2+-Ca2+-Austausch eindeu-
tig gr¨ oßer als im Ca2+-Ca2+-Austausch. Zur Ermittelung der Ladungsverschiebung der ausgew¨ ahlten
Einzelmessungen wurden diese zuvor auf einen Spitzenstrom von -100 pA normiert.
Einﬂuss des freien Ca2+ in der DM-Nitrophenl¨ osung auf die Spannungsabh¨ an-
gigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals
Das vorstation¨ are Signal im Ba2+-Ca2+-Austausch zeigt neben dem biphasischem Signal-
abfall auch in der Spannungsabh¨ angigkeit Abweichungen vom Ca2+-Ca2+-Austausch, wie
Abbildung 4.34 A-F verdeutlicht: Der Spitzenstrom nimmt nur minimal bei depolarisie-
renden Membranpotentialen ab (Abb. 4.34 A), sodass die verschobene Ladung im be-
trachteten Spannungsbereich von -75 bis +75 mV nahezu konstant bleibt (E).
Eine genauere Untersuchung zeigt, dass die Ladungsverschiebung von der freien Ca2+-
Konzentration vor der Freisetzung abh¨ angt: Eine Erh¨ ohung der intrazellul¨ aren freien
Ca2+-Konzentration (das heißt, in der DM-Nitrophenl¨ osung) vor der Photolyse auf >1 µM,96 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.34: Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals im Ba2+-Ca2+-
Austausch bei zwei verschiedenen freien Ca2+-Konzentrationen vor der Photolyse
Eine Erh¨ ohung der freien Ca2+-Konzentration in der DM-Nitrophen-L¨ osung f¨ uhrt zu einer Umkehr der
Spannungsabh¨ angigkeit der Ladungsverschiebung im Vergleich zum Ca2+-Ca2+-Austausch. Eine Span-
nungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitkonstanten 1/τAbfall1 und 1/τAbfall2 ist nicht eindeutig.
Auﬀallend ist die deutlich h¨ ohere Ladungsverschiebung im Ba2+-Ca2+-Austausch (E und F) im Vergleich
zum Ca2+-Ca2+-Austausch.
(A,C,E: freies Ca2+in der DM-Nitrophen-L¨ osung vor der Photolyse ≤0.5 µM, B,D,F: freies Ca2+ ≥1 µM)4.4. Transport anderer zweiwertiger Kationen 97
kann die Spannungsabh¨ angigkeit der Ladungsverschiebung im Vergleich zum Ca2+-Ca2+-
Austausch sogar umkehren. Bei Depolarisation zeigt sich nun eine Zunahme des Spit-
zenstroms (Abb. 4.34 B), was in einer deutlichen Zunahme der verschobenen Ladung
resultiert (F). Eine ¨ Anderung der Anfangszustandsverteilung vor dem Ca2+-Konzentra-
tionssprung scheint die Spannungsabh¨ angigkeit des transienten Stromsignals im Ba2+-
Ca2+-Austausch also deutlich beeinﬂussen zu k¨ onnen.
Eine Untersuchung der Spannungsabh¨ angigkeit des Signalabfalls konnte dagegen kein
eindeutiges Ergebnis liefern: Zwar scheinen die Geschwindigkeitskonstanten 1/τAbfall1 und
1/τAbfall2 der in Abbildung 4.34 C und D gezeigten Messung an einem exemplarischen
Membranpatch eine leichte, entgegengesetzte Spannungsabh¨ angigkeit aufzuweisen, aller-
dings gelang die Messung der Spannungsabh¨ angigkeit nur an zwei Membranﬂecken. Da
die Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten nur sehr schwach ausgepr¨ agt
ist, sind hier weitere Untersuchungen notwendig.
4.4.3 Kontrollmessungen bei niedrigen extrazellul¨ aren
Ca2+-Konzentrationen
Da die Verwendung von extrazellul¨ arem Ba2+ anstelle von Ca2+ zum Auftreten einer
zweiten, langsamen Phase im Signalabfall des vorstation¨ aren Stroms f¨ uhrte, sollte getes-
tet werden, ob dieser Eﬀekt m¨ oglicherweise mit einer deutlich verringerten Aﬃnit¨ at des
Austauschers f¨ ur Ba2+ im Vergleich zu Ca2+ zu erkl¨ aren ist. In diesem Fall w¨ a r e n5m M
extrazellul¨ ares Ba2+ eventuell nicht ausreichend, um eine zum Ca2+-Ca2+-Austausch ver-
gleichbare Zustandsverteilung vor dem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung durch
Photolyse einzustellen. Umgekehrt sollte sich dann durch eine Verringerung der extrazel-
lul¨ aren Ca2+-Konzentration auf subs¨ attigende Werte im Ca2+-Ca2+-Austausch eine zum
Ba2+-Ca2+-Austausch vergleichbare Situation einstellen lassen. Daher wurden Kontroll-
experimente mit 500 bzw. 100 µMC a 2+ statt wie bisher 5 mM Ca2+ in der Pipettenl¨ osung
durchgef¨ uhrt.
Abbildung 4.35 zeigt das vorstation¨ are Stromsignal nach einem intrazellul¨ aren Ca2+-
Konzentrationssprung auf ca. 100 µMC a 2+ (freies Ca2+ vor Photolyse ca. 0.5 µM) bei
500 (A) bzw. 100 µM (B) extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration: Beide Signale fallen bi-
exponentiell mit einer schnellen und einer langsamen Phase ab. Die Zeitkonstante der
schnellen Phase liegt zwischen 0.1 und 0.2 ms und damit im Bereich der vom Ca2+-Ca2+-
Austausch hinl¨ anglich bekannten Werte. Die langsame Phase liegt bei ca. 1 bzw. 1.3 ms
und ist damit deutlich gr¨ oßer als die schnelle Phase, liegt aber noch unter den Werten der
langsamen Phase im Ba2+-Ca2+-Austausch von ca. 2 ms. Die Ladungsverschiebung be-
tr¨ agt -30 fC (A, 500 µMC a 2+ extrazellul¨ ar) bzw. -107 fC (B, 100 µMC a 2+ extrazellul¨ ar).
Normiert man diese Wert auf einen Spitzenstrom von -100 pA, so ergibt sich eine normier-
te Ladungsverschiebung von -46 bzw. -49 fC. Vergleicht man diese Werte mit denen aus
Tabelle 4.3 (t-Test f¨ ur Ladungsverschiebung im Ba2+-Ca2+- und Ca2+-Ca2+-Austausch,
Seite 95), so liegt die Ladungsverschiebung auch bei Verwendung einer subs¨ attigenden
extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration ¨ uber der im Ca2+-Ca2+-Austausch bei einer s¨ attigen-
den extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 5 mM. Die Gr¨ oße der Ladungsverschiebung98 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.35: Einﬂuss der extrazellul¨ aren
Ca2+-Konzentration auf das vorstation¨ are
Stromsignal im Ca2+-Ca2+-Austausch
Eine Verringerung der extrazellul¨ aren Ca2+-
Konzentration auf 500 (A) bzw. 100 µM( Bu n d
C) f¨ uhrt zu einem biphasischen Signalabfall nach
einem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung
im Ca2+-Ca2+-Austausch, der vergleichbar zu den
Resultaten im Ba2+-Ca2+-Austausch ist.
(Fitparameter siehe in Abbildung, Ladungsver-
schiebung: -30 fC (A), -107 fC (B) bzw. -46 fC (C),
freies Ca2+ vor Photolyse ≤500 nm, nach Photo-
lyse ca. 100 µM( Au n dB )b z w .c a .4 5µM (C).
Die Pipettenl¨ osungen in (A) und (B) enthielten
zus¨ atzlich 5 bzw. 10 mM Mg2+, da sich sonst ein
Gigaohmseal nicht etablieren ließ. Eine biexponen-
tieller Abfall konnte aber auch bei Verwendung
einer Mg2+-freien Pipettenl¨ osung (C) beobachtet
werden.)
im Ba2+-Ca2+-Austausch wird allerdings noch nicht ganz erreicht.
Danach ließe sich alleine durch eine Verringerung der extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentra-
tion eine zum Ba2+-Ca2+-Austausch vergleichbare Situation einstellen. Allerdings bleibt
anzumerken, dass es notwendig war, Mg2+ der Pipettenl¨ osung hinzuzuf¨ ugen, da sich sonst,
bedingt durch eine schlechtere Qualit¨ at der Oozyten, keine stabilen Gigaohmabdichtwi-
derst¨ ande erzielen ließen. Nur unter Verwendung von Patchpipetten mit kleinerem ¨ Oﬀ-
nungsdurchmesser und Photolyse bei relativ niedriger Laserpulsenergie (Umsatz nur ca.
5%) gelang eine erfolgreiche Messung bei einer extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von
100 µM ohne Mg2+ (siehe Abb. 4.35C). Diese scheint das biexponentielle Signalabklin-
gen zu best¨ atigen (Zeitkonstanten f¨ ur den Signalabfall: τAbfall1=0.29 ms, τAbfall2=1.63 ms,
Ladungsverschiebung -46 fC), allerdings bei einem schlechteren Signal-Rausch-Verh¨ altnis
und der m¨ oglichen Ausbildung eines Ca2+-Konzentrations”spikes“ durch einen Photoly-
seumsatz < 10%. Da neuere Ver¨ oﬀentlichungen aber auf einen Mg2+-Transport durch den
Austauscher hindeuten (Tashiro et al., 2000), ist nicht auszuschließen, dass das Mg2+ die4.5. Spannungssprungexperimente im Ca2+-Ca2+-Austausch 99
in (A) und (B) gezeigten Messungen dennoch beeinﬂusst haben k¨ onnte. Man kann aber
festhalten, dass die Wahl des extrazellul¨ aren zweiwertigen Kations und dessen Konzen-
tration einen deutlichen Einﬂuss auf die Kinetik des vorstation¨ aren Stromsignals hat und
sich damit weitere Information auf die zugrunde liegenden Reaktionsschritte gewinnen
lassen (siehe Diskussion).
4.5 Spannungssprungexperimente im
Ca2+-Ca2+-Austausch
Neben den Konzentrationssprungexperimenten bieten Spannungssprungexperimente, wie
bereits erw¨ ahnt und bei den Messungen an den Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ alen ange-
wandt, eine weitere M¨ oglichkeit zur Messung von Vorgleichgewichtsstr¨ omen. Spannungs-
sprungexperimente im Ca2+-Ca2+-Austausch wurden bereits von D. Hilgemann durch-
gef¨ uhrt (Hilgemann, 1996). Er hat dabei Geschwindigkeitskonstanten bestimmt, die in der
Gr¨ oßenordung mit den aus den photolytischen Ca2+-Konzentrationssprungexperimenten
ermittelten ¨ ubereinstimmen, aber abweichend von diesen eine Spannungsabh¨ angigkeit auf-
weisen.
Hilgemann hat mittels eines modiﬁzierten Patch-Clamp-Verst¨ arkers direkt die La-
dungsverschiebung gemessen. Das von Hilgemann verwendete Messsystem hatte eine sehr
hohe Bandbreite von 1 Megahertz. Da der Austauscher bei den Konzentrationssprung-
experimenten in der vorliegenden Arbeit zwar eine sehr schnelle Kinetik gezeigt hat, die
vorstation¨ aren Str¨ ome aber sehr gut bei einer Filterbandbreite von 10 kHz mit einem
nicht-modiﬁzierten Verst¨ arker aufgezeichnet werden konnten, sollte eine Bandbreite von
1 MHz bei Spannungssprungexperimenten nicht notwendig sein. Hierf¨ ur spricht auch die
Tatsache, dass die von Hilgemann (1996) gemessenen Geschwindigkeitskonstanten unter
104 s−1 liegen. Auf die Verwendung eines modiﬁzierten Verst¨ arkers zur Reproduzierung
der Daten Hilgemanns wurde daher verzichtet.
Das verwendete Spannungsprotokoll ist in Abbildung 4.36A dargestellt: F¨ u r2m s
wird das Haltepotential zwischen -200 und +200 mV variiert. L¨ anger andauernde Span-
nungsspr¨ unge f¨ uhren zu Instabilit¨ aten des Abdichtwiderstandes. Da sich durch die hohe
Filterbandbreite und die extremen Haltepotentiale von ±200 mV sehr große kapazitive
Stromtransienten ergeben, die zu einer ¨ Ubersteuerung des Verst¨ arkers f¨ uhren w¨ urden,
wird 40 µs vor dem Spannungssprung bzw. dem R¨ ucksprung auf 0 mV der forced reset
des Verst¨ arkers geschaltet. Dadurch kann f¨ ur die Messungen ein h¨ oherer Verst¨ arkungs-
faktor gew¨ ahlt werden, ohne dass der Verst¨ arker ges¨ attigt wird. Zudem wird die Kapa-
zit¨ atskompensation des Verst¨ arkers genutzt, um alle St¨ orkapazit¨ aten so weit wie m¨ oglich
auszugleichen.
Die Spannungssprungexperimente werden zum einen in Gegenwart von intrazellul¨ arem
Ca2+ (extrazellul¨ a r5m MC a 2+), zum anderen in Abwesentheit von intrazellul¨ arem Ca2+
durchgef¨ uhrt und von diesen Signalen dann das Diﬀerenzstromsignal bestimmt (siehe
Abbildung 4.36 B bis E). Der Signalabfall des resultierenden transienten Stromsignals,
das dann auf Ladungsverschiebungen durch den Austauscher zur¨ uckzuf¨ uhren sein sollte,100 Messungen am heterolog exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher
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Abbildung 4.36: Spannungssprungexperiment im Ca2+-Ca2+-Austausch
A Spannungsprotokoll
B typisches Stromsignal in Gegenwart von intrazellul¨ arem Ca2+ und
C in Abwesentheit von intrazellul¨ arem Ca2+
D ideales Diﬀerenzsignal aus B minus C, gemessen an einem Membranpatch von einer den Austauscher
exprimierenden Oozyte
E ideales Diﬀerenzsignal einer Messung an einem Membranpatch von einer Kontrolloozyte
(5 mM Ca2+ extrazellul¨ ar, Filterbandbreite 100 kHz)4.5. Spannungssprungexperimente im Ca2+-Ca2+-Austausch 101
wirdmit einer Exponentialfunktion angepasst.
Die Ergebnisse dieser Messungen sind widerspr¨ uchlich wie ausgew¨ ahlte Messungen in
Abbildung 4.37 A und B verdeutlichen: Zum Teil konnte eine leichte Spannungsabh¨ angig-
keit bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen (5 bzw. 10 µM) gemessen werden (Abb. 4.37 B),
die allerdings nur sehr schwach ausgepr¨ agt ist, wie eine Anpassung mit der Gleichung
1/τ = k0 · exp
	
−
αUme0
2kT


zeigt: α liegt nur bei 0.11 bzw. 0.10. Die Daten aus Mes-
sungen an anderen Membranpatches zeigten dagegen z.T. keine Spannungsabh¨ angigkeit
(Abb. 4.37 A). Zudem konnten in einigen F¨ allen auch an Membranen von Kontrollen
(nicht den Austauscher exprimierende Oozyten) bei hohen intrazellul¨ aren Ca2+-Konzen-
trationen (100 µM) transiente Str¨ ome im Diﬀerenzsignal gesehen werden. Diese wider-
spr¨ uchlichen Messungen konnten an mehreren Membranpatches aus verschiedenen Oo-
zytenchargen best¨ atigt werden, sodass sich aus den Ergebnissen nicht gesichert auf eine
Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten schließen l¨ asst. Die Ursache f¨ ur
diese Nichtreproduzierbarkeit der Messergebnisse Hilgemanns ist unklar. Unzureichende
Gigaohmabdichtwiderst¨ ande k¨ onnen als Ursache im wesentlichen ausgeschlossen werden.
Allerdings war das schlechte Signal-Rauschverh¨ altnis (siehe Abb. 4.36D) problematisch:
Auswertbare Diﬀerenzsignale konnten in der Regel nur nach Mittelung mehrerer Ein-
zelmessungen am gleichen Membranpatch erreicht werden. Kurzzeitige Schwankungen in
der Sealstabilit¨ at k¨ onnten dann das gemittelte Signal negativ beeinﬂusst haben. Hier
liegt m¨ oglicherweise ein Vorteil der direkten Ladungsmessung mit einem modiﬁzierten
Verst¨ arker, wie Hilgemann ihn verwendet hat: Durch ein besseres Signalrauschverh¨ altnis
des Einzelsignals w¨ are eine Mitteilung mehrerer Signale nicht notwendig.
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Abbildung 4.37: Spannungsabh¨ angigkeit der im Spannungssprungexperiment bestimmten
Geschwindigkeitskonstanten
Die Daten in A und B (gemessen an zwei verschiedenen den Austauscher exprimierenden Membranﬂecken)
sind widerspr¨ uchlich: Eine Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten kann nicht eindeutig
best¨ atigt werden.
In (B) wurden die Daten zus¨ atzlich mit der Gleichung 1/τ = k0 · exp
	
−αUme0
2kT


angepasst. Es ergaben
sich als Fitparameter f¨ ur k0 5260 bzw. 6190 s−1 und f¨ ur α 0.11 bzw. 0.10. Die Spannungsabh¨ angigkeit
w¨ are damit nur sehr schwach ausgepr¨ agt. (Fehlerbalken: x ± SD f¨ ur Geschwindigkeitskonstanten beim
R¨ ucksprung auf 0 mV, Ca2+-Konzentration extrazellul¨ ar 5 mM, intrazellul¨ ar siehe in Abbildung)102 Diskussion
Kapitel 5
Diskussion
5.1 Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der
Xenopus Oozytenmembran
Die Untersuchungen am endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkanal mittels Photolyse von
caged-Calcium und der Makropatch-Technik in der inside-out-Konﬁguration haben die
Vorteile dieser Messtechnik verdeutlicht: Durch den sehr schnellen Ca2+-Konzentrations-
sprung konnten vorstation¨ are Str¨ ome in hoher Zeitauﬂ¨ osung registriert werden, die R¨ uck-
schl¨ usse auf den zugrunde liegenden ¨ Oﬀnungsmechanismus erm¨ oglichen. Ebenso haben
die Spannungssprungexperimente in hoher Zeitauﬂ¨ osung weitere Einblicke in die Kinetik
des Ca2+-aktivierten Chloridkanals gebracht. Im folgenden soll nun aus den im Kapi-
tel 3 gewonnenen Ergebnissen ein Reaktionsmodell f¨ ur den Ca2+-aktivierten Chloridkanal
aufgestellt und die Resultate im Vergleich mit Literaturdaten diskutiert werden.
5.1.1 Vergleich der Ergebnisse mit Literaturdaten
Ca2+-Konzentrationssprungexperimente am Ca2+-aktivierten Chloridkanal
Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge wurden zum einen im L¨ osungswechselexperiment, zum ande-
ren schwerpunktm¨ aßig im Photolyseexperiment durchgef¨ uhrt. Als wichtiges Ergebnis der
L¨ osungswechselexperimente f¨ ur die weitere Interpretation hat sich herausgestellt, dass sich
die Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Chloridstroms bei 0 mV Membranpotential mit
einer Hill-Funktion mit einem Hill-Koeﬃzienten von n =1 .98 ± 0.12 anpassen l¨ asst. Die
apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at lag dabei bei 0.50±0.02 µM. ¨ Ahnliche Ergebnisse wurden bereits
f¨ ur Ca2+-aktivierte Chloridkan¨ ale in anderen Zelltypen gefunden (Evans und Marty, 1986,
Koumi et al., 1994). F¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale in der Xenopus Oozytenmem-
bran haben Qu und Hartzell (2000) eine apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at zwischen 100 nM bei
-150 mV und 450 nM bei +100 mV gemessen. Der Hill-Koeﬃzient wurde von Kuru-
ma und Hartzell (2000) zu n=3.2 (bei –120 mV) bzw. n=2.5 (bei +120 mV), ebenfalls
bei Messungen an Oozytenmembranpatches, bestimmt. Diese leichten Abweichungen zu
den eigenen Ergebnissen lassen sich zum einen mit der oftmals problematischen Einstel-
lung der freien Ca2+-Konzentration in den L¨ osungen erkl¨ aren. Zum anderen stellt der5.1. Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus Oozytenmembran 103
auch von Hartzell und Mitarbeitern best¨ atigte starke Signal-Rundown bei Messungen
am excised-Patch ein Problem dar, der die Bestimmung der apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ at
und des Hill-Koeﬃzienten beeinﬂusst. Man kann aber gesichert davon ausgehen, dass der
Hill-Koeﬃzient mindestens n =2b e t r ¨ agt. Dies deutet darauf hin, dass mindestens zwei
Ca2+-Ionen an den Kanal binden. Dies ist f¨ ur die Interpretation der weiteren Ergebnisse
festzuhalten.
Als ein wichtiges Resultat der Ca2+-Konzentrationssprungexperimente mittels Photo-
lyse von DM-Nitrophen hat sich das Auftreten einer Verz¨ ogerungsphase (”lag phase“) vor
dem eigentlichen Signalanstieg erwiesen. Die Lagphase, die deutlich k¨ urzer als der Signal-
anstieg ist, konnte mit schnellen L¨ osungswechselsystemen bisher nicht detektiert werden,
da deren Zeitauﬂ¨ osung nicht ausreicht. Sowohl die Lagphase als auch der Signalanstieg
haben nur eine schwache Spannungsabh¨ angigkeit, aber eine starke Ca2+-Abh¨ angigkeit
gezeigt.
Kuruma und Hartzell (2000) haben im L¨ osungswechselexperiment (Zeitauﬂ¨ osung laut
Kuruma und Hartzell <5 ms) auch eine Ca2+-Abh¨ angigkeit des Signalanstiegs nach einem
Ca2+-Konzentrationssprung bestimmt. Der Signalanstieg hat bei hohen Ca2+-Konzen-
trationen keine Spannungsabh¨ angigkeit gezeigt. Lediglich bei niedrigen, nichts¨ attigenden
Ca2+-Konzentrationen konnten Kuruma und Hartzell eine leichte Spannungsabh¨ angigkeit
messen. Die von Kuruma und Hartzell gezeigten Daten lassen insgesamt aber eher auf ei-
ne Spannungsunabh¨ angigkeit auch bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen schließen, sodass
deren Ergebnisse mit der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen, nur schwach ausgepr¨ agten
Spannungsabh¨ angigkeit des Signalanstiegs ¨ ubereinstimmen.
Allerdings liegen die von Kuruma und Hartzell angegebenen Zeitkonstanten f¨ ur den Si-
gnalanstieg insbesondere bei nichts¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen z.T. um eine Gr¨ oßen-
ordnung ¨ uber den mittels Photolyse gemessenen Zeitkonstanten. Lediglich bei hohen,
s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen liegt die von Kuruma und Hartzell bestimmte Zeit-
konstante f¨ ur den Signalanstieg im Bereich weniger Millisekunden und stimmt mit den in
den Photolysemessungen ermittelten Werten ¨ uberein. Dies k¨ onnte auf eine unzureichenden
Zeitauﬂ¨ osung des L¨ osungswechselsystems zur¨ uckzuf¨ uhren sein, da nur bei supers¨ attigen-
den Konzentrationen keine Diﬀusionslimitierung vorliegt. Bei niedrigen, subs¨ attigenden
Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen ist ein L¨ osungswechsel dagegen meist zu langsam.
Als wahrscheinlichere Ursache f¨ ur die starke Diskrepanz in den Messungen kommt in
diesem Fall allerdings die Verwendung von 4 mM Mg2+ in den Badl¨ osungen bei Kuruma
und Hartzell in Betracht. Dies r¨ aumen Qu und Hartzell (2000) als Erkl¨ arung f¨ ur eine sp¨ ater
gemessene deutlich h¨ ohere Ca2+-Aﬃnit¨ at (279 nM vs. 2.2 µMC a 2+ bei 0 mV im Vergleich
zu Kuruma und Hartzell (2000)) ein. Mg2+ hemmt wahrscheinlich den Kanal kompetitiv
zu Ca2+. Bei den Messungen mit DM-Nitrophen musste dagegen von vorneherein auf Mg2+
in den L¨ osungen verzichtet werden, da DM-Nitrophen ebenfalls Mg2+ bindet und so die
Photolysemessungen beeinﬂusst h¨ atte. In der Folgepublikation haben Qu und Hartzell
leider die Ca2+-Abh¨ angigkeit des Signalanstiegs nicht wiederholt, so dass kein direkter
Vergleich der Zeitkonstanten mit den eigenen Werten m¨ oglich ist.
F¨ ur s¨ attigende Ca2+-Konzentrationen haben Gomez-Hernandez et al. (1997), ebenfalls
mit einem L¨ osungswechselsystem gemessen, eine spannungsunabh¨ angige Zeitkonstante104 Diskussion
v o n4m sf ¨ ur den Signalanstieg nach einem Ca2+-Konzentrationssprung gefunden. Diese
Resultate stimmen damit gut mit den Ergebnissen aus den Photolysemessungen ¨ uber-
ein. Gomez-Hernandez et al. haben allerdings keine vollst¨ andige Ca2+-Konzentrationsab-
h¨ angigkeit durchgef¨ uhrt.
¨ Uber die in dieser Arbeit gezeigte Ca2+-Abh¨ angigkeit des Signalanstiegs hinaus, ha-
ben Kuruma und Hartzell auch das zeitliche Verhalten beim Auswaschen von Ca2+ un-
tersucht. Der Signalabfall bei Ca2+-Wegnahme ist danach nahezu unabh¨ angig von der
Ca2+-Konzentration, aber spannungsabh¨ angig: Bei Depolarisation der Membran wurde
der Signalabfall langsamer (τdeakt. ≈ 100−200 ms bei -100 mV, τdeakt. ≈ 150−6 0 0m sb e i
0 mV, abh¨ angig von der Ca2+-Konzentration). ¨ Ahnliche Resultate bei Wegnahme einer
s¨ attigenden Ca2+-Konzentration haben auch Gomez-Hernandez et al. gefunden. Solche
Ca2+-Wegnahme-Versuche sind mit der in dieser Arbeit verwendeten Photolysemethode
nicht ohne weiteres m¨ oglich, so dass die Resultate Kuruma und Hartzells nicht quantita-
tiv veriﬁziert werden konnten. Dennoch sollte ein sp¨ ater vorgeschlagenes Gating-Modell
deren Resultate zumindest qualitativ widerspiegeln.
Die Spannungsabh¨ angigkeit des station¨ aren Chloridstroms nach einem s¨ attigenden
Ca2+-Konzentrationssprung mittels Photolyse hat eine leichte Einw¨ artsgleichrichtung der
Strom-Spannungskennlinie bei stark depolarisierenden Membranpotentialen ergeben. Ei-
ne solche Gleichrichtung bei s¨ attigender Ca2+-Konzentration ist ebenfalls deutlich bei
Gomez-Hernandez et al. und auch (allerdings weniger stark ausgepr¨ agt, da nur bei 2 µM
Ca2+ gemessen) bei Kuruma und Hartzell in den Strom-Spannungskennlinien zu sehen.
Beide Arbeitsgruppen gehen auf diese Gleichrichtung bei depolarisierenden Membranpo-
tentialen in ihren Ver¨ oﬀentlichungen leider nicht weiter ein. Die hier vorgelegten Ergeb-
nisse deuten aber auf eine teilweise Inaktivierung des Ca2+-aktivierten Chloridkanals bei
starker Depolarisation der Membran hin, die sich dann in der Gleichrichtung der Strom-
Spannungskennlinie widerspiegelt.
Spannungssprungexperimente am Ca2+-aktivierten Chloridkanal
Die typische langsame Aktivierung der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale nach einem depo-
larisierenden Spannungssprung, wie sie im Experimentalteil gezeigt worden sind, wurden
in der Literatur zahlreich, haupts¨ achlich bei Untersuchungen an anderen Zelltypen, be-
schrieben (Marty et al., 1984, Evans und Marty, 1986, Ishikawa und Cook, 1993, Arreola
et al., 1996, Ishikawa, 1996, Nilius et al., 1997, Kidd und Thorn, 2001, Papassotirou et al.,
2001). Diese langsame Aktivierung konnte erstmals von M. Barish (1982) bei Ganzzellmes-
sungen auch f¨ ur den Ca2+-aktivierten Chloridkanal der Xenopus Oozyte gezeigt werden.
Messungen am excised-Patch der Xenopus-Oozytenmembran wurden von Kuruma und
Hartzell (2000) und Qu und Hartzell (2000) durchgef¨ uhrt. Widerspr¨ uchlich in der Lite-
ratur ist dabei die Spannungsabh¨ angigkeit der Zeitkonstanten des Signalanstiegs nach
einem depolarisierenden Spannungssprung: Zum Teil wird eine Spannungsabh¨ angigkeit
der Zeitkonstanten gefunden (Marty et al., 1984, Ishikawa und Cook, 1993), w¨ ahrend an-
dere von einer Spannungsunabh¨ angigkeit ausgehen (Arreola et al., 1996, Ishikawa, 1996,
Kidd und Thorn, 2001). Die eigenen Messungen deuten ebenfalls auf eine Spannungsu-
nabh¨ angigkeit der Zeitkonstanten f¨ ur die Aktivierung (und damit f¨ ur die Geschwindig-5.1. Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus Oozytenmembran 105
keitskonstante 1/τAkt.) hin. Auch Kuruma und Hartzell gehen von einer Spannungsun-
abh¨ angigkeit aus.
Unstrittig ist dagegen die Ca2+-Abh¨ angigkeit der langsamen Aktivierung: Mit zuneh-
mender Ca2+-Konzentration erfolgt die Aktivierung des Kanals schneller, bis bei s¨ attigen-
den Ca2+-Konzentration keine Aktivierungsphase mehr zu sehen ist. Die Zeitkonstante der
Aktivierung durch einen Spannungssprung bei einer festen Ca2+-Konzentration liegt da-
bei in der gleichen Gr¨ oßenordnung wie die des Signalanstiegs nach einem Sprung auf eine
¨ aquivalente Ca2+-Konzentration bei einem festen Haltepotential. Dies deutet darauf hin,
dass den zugeh¨ origen Geschwindigkeitskonstanten der gleiche Reaktionsschritt zugrunde
liegt.
Nicht in der Literatur beschrieben wurden bisher Spannungssprungexperimente in
hoher Zeitauﬂ¨ osung, wie sie im Rahmen der vorliegende Arbeit durchgef¨ uhrt wurden.
Die bei diesen Experimenten gefundene schnelle Inaktivierung bei stark depolarisieren-
den Potentialen und s¨ attigender Ca2+-Konzentration auf der intrazellul¨ aren Seite erkl¨ art
damit auch die gefundene Einw¨ artsgleichrichtung der Strom-Spannungskennlinie des sta-
tion¨ aren Stroms. Eine mangelnde Kontrolle des Membranpotentials aufgrund der hohen
Chloridstr¨ ome bei den Messungen konnte dagegen ausgeschlossen werden, da diese schnel-
le Inaktivierung nur bei depolarisierenden Spannungsspr¨ ungen zu sehen war, nicht aber
bei hyperpolarisierenden Potentialspr¨ ungen mit einer vergleichbar hohen Stromantwort
(Messungen ohne anliegenden Chloridkonzentrationsgradienten).
5.1.2 Folgerungen f¨ ur ein Gating-Modell
Die Ergebnisse lassen sich damit wie folgt zusammenfassen, um aus ihnen ein Gating-
Modell zu erarbeiten:
• Der Hill-Koeﬃzient ist ≥2, sodass wahrscheinlich mindestens zwei Ca2+-Ionen bin-
den.
• Nach einem Ca2+-Konzentrationssprung geht dem Signalanstieg eine Verz¨ ogerungs-
(Lag-)Phase voraus.
• Sowohl die Lag-Phase als auch der Signalanstieg sind Ca2+-abh¨ angig.
• Die Geschwindigkeitskonstante 1/τ des Signalanstiegs s¨ attigt bei hohen Ca2+-Kon-
zentrationen.
• Die Lag-Phase und der Signalanstieg sind spannungsunabh¨ angig.
• Im Spannungssprungexperiment zeigt sich eine Ca2+-abh¨ angige langsame Aktivie-
rung bei einer Depolarisation der Membran, deren Geschwindigkeitskonstante 1/τAkt.
die gleiche Gr¨ oßenordnung wie die des Anstiegs nach einem Ca2+-Konzentrations-
sprung hat. Diese langsame Aktivierung ist spannungsunabh¨ angig.
• Im Spannungssprungexperiment zeigt sich eine schnelle Inaktivierung, die zu ei-
ner Einw¨ artsgleichrichtung der Strom-Spannungskennlinie des station¨ aren Stroms106 Diskussion
bei depolarisierenden Membranpotentialen f¨ uhrt. Besonders ausgepr¨ agt ist dieses
Verhalten bei s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen, wo sich im Spannungssprungex-
periment nur eine schnelle Inaktivierung ohne nachfolgende langsame Aktivierung
zeigt.
Aus diesen Ergebnissen lassen sich damit entsprechende R¨ uckschl¨ usse auf ein Gating-
Modell ziehen. Im folgenden wird der Zustand des oﬀenen Kanals mit ”O“, der Zustand
des geschlossenen Kanals mit ”C“ und der Zustand des inaktivierten (ebenfalls geschlos-
senen) Kanals mit ”I“ bezeichnet. Treten mehrere Zust¨ ande C, O oder I auf, werden die
einzelnen Zust¨ ande indiziert (C2 bezeichnet als den zweiten geschlossenen Zustand). Der
¨ Ubergang vom Zustand C nach O wird als Kanal¨ oﬀnen, vom Zustand O nach C als Ka-
nalschließen bezeichnet. Eine Inaktivierung meint den ¨ Ubergang vom Zustand O nach I,
eine Aktivierung den ¨ Ubergang vom Zustand I nach O. Die Inaktivierung/Aktivierung
stellt zwar genaugenommen auch ein Schließen/¨ Oﬀnen des Kanals dar. Diese Bezeichnun-
gen wurden aber gew¨ ahlt, um eine bessere Zuordnung der Reaktionen auf die einzelnen
Kanalzust¨ ande zu erm¨ oglichen.
Das Auftreten einer Lag-Phase gibt Hinweise auf die zugrunde liegenden Prozesse. Sie
tritt auf, wenn dem beobachteten Zustand (hier: der oﬀene Kanal O) mindestens zwei
Zust¨ ande (hier: geschlossene Zust¨ ande des Kanals C1 und C2) vorausgehen (Gutfreund,
1995):
C1  C2  O
Da Ca2+ zum ¨ Oﬀnen des Kanals notwendig ist und mindestens zwei Ca2+-Ionen an den
Kanal binden, w¨ are als einfachstes Modell denkbar, dass beide Reaktionsschritte mit der
Bindung eines Ca2+-Ions verbunden sind:
C1
Ca2+
 C2
Ca2+
 O
Ein direkter ¨ Ubergang vom geschlossenen Zustand zum oﬀenen Zustand unter Bindung
eines Ca2+-Ions kann aber ausgeschlossen werden, da unter diesen Umst¨ anden bei hohen
Ca2+-Konzentrationen die zum Signalanstieg zugeh¨ orige Geschwindigkeitskonstante pro-
portional zur Ca2+-Konzentration ansteigen sollte, anstatt bei hohen Ca2+-Konzentrationen
zu s¨ attigen. Wie die Messungen zur Ca2+-Konzentrationsabh¨ angigkeit aber gezeigt haben,
tritt eine S¨ attigung der Geschwindigkeitskonstanten bei hohen Ca2+-Konzentrationen auf.
Dem Oﬀenzustand muss also mindestens ein weiterer geschlossener Zustand vorausgehen:
C1
Ca2+
 C2
Ca2+
 C3  O (5.1)
Die beobachtete schnelle Inaktivierung, die insbesondere bei s¨ attigender Ca2+-Konzentra-
tion zu sehen ist, muss auf einen zus¨ atzlichen Schritt zur¨ uckzuf¨ uhren sein, um den das
Schema 5.1 erweitert werden muss:
C1
Ca2+
 C2
Ca2+
 C3  OI (5.2)
Dieses Gating-Modell soll als Grundlage f¨ ur die weitere Diskussion dienen und einem
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F¨ ur die weitere Diskussion soll vereinfacht davon ausgegangen werden, dass beide
Ca2+-Bindungsstellen identisch sind, also die gleiche Ca2+-Bindungsrate k+1 und eben-
so die gleiche Ca2+- Dissoziationsrate k−1 aufweisen. Das nachfolgende Kanal-¨ Oﬀnen
bzw. -Schließen soll mit den Raten kop bzw. kcl bezeichnet werden. Bei zwei identi-
schen Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritten und einem nachfolgenden Schritt des Ka-
nal¨ oﬀnens/-Schließens sollte das vorstation¨ are Stromsignal zwei Phasen aufweisen, die
diese Schritte widerspiegeln. Demnach k¨ onnte die schnelle Lag-Phase die Ca2+-Bindung/
-Dissoziation und der langsame Signalanstieg das Kanal¨ oﬀnen/-Schließen bzw. vice versa
repr¨ asentieren. Ein Hinweis f¨ ur die Zuordnung beider Signalphasen auf die Reaktions-
schritte des Gating-Modells gibt die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstan-
ten des Signalanstiegs: Ist das Kanal¨ oﬀnen/-Schließen langsamer als die vorausgehenden
Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritte sollte es durch die langsamere Phase, das heißt,
den Signalanstieg, repr¨ asentiert werden. Unter diesen Umst¨ anden w¨ aren beide Ca2+-
Bindungs-/Dissoziationsschritte im schnellen Vorgleichgewicht zum ¨ Oﬀnen/Schließen des
Kanals (bei sehr niedrigen Ca2+-Konzentrationen ist die Ca2+-Bindung allerdings immer
ratenlimitierend). Dann sollte aber die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstan-
ten 1/τAnstieg des Signalanstiegs wie die Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Chloridstroms
am besten mit einer Hill-Gleichung mit einem Hill-Koeﬃzienten n ≥ 2 angepasst werden
k¨ onnen (vgl. Grewer, 2000):
1/τAnstieg = kcl + kop

[Ca2+]
[Ca2+]+KD
2
(5.3)
Sind dagegen die Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritte langsamer als das Kanal¨ oﬀnen/
-Schließen und werden damit durch den langsameren Signalanstieg repr¨ asentiert, dann
sollte die Geschwindigkeitskonstante 1/τAnstieg linear mit der Ca2+-Konzentration anstei-
gen.
1/τAnstieg = k−1 + k+1 · [Ca
2+] (5.4)
Bei h¨ oheren Ca2+-Konzentrationen kommt es dann zu einer Umkehr beider Phasen und
damit zu einem S¨ attigungsverhalten der Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstan-
ten, da bei hohen Ca2+-Konzentrationen das Kanal¨ oﬀnen ratenlimitierend wird.
Die Auswertung der Ca2+-Abh¨ angigkeit von 1/τAnstieg deutet eher auf einen linearen
Anstieg der Geschwindigkeitskonstanten bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen hin (sie-
he Ergebnisteil). Damit w¨ are das Kanal¨ oﬀnen/-Schließen schneller als die vorangehen-
den Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritte. Die Steigung der linearen Regressionsgeraden
43.7 ± 1.4 µM−1s−1 sollte dann die Ca2+-Bindungsrate widerspiegeln, w¨ ahrend der Y-
Achsenabschnitt 29.3 ± 1.8s −1 einen Hinweis auf die Ca2+-Dissoziationsrate gibt. Diese
Werte sollen daher bei einer sp¨ ateren Simulation als Ausgangsparameter f¨ ur die Ca2+-
Bindungs- bzw. Dissoziationsrate genommen werden.
Da sich unter diesen Bedingungen die Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritte nicht im
schnellen Vorgleichgewicht zum nachfolgenden ¨ Oﬀnen/Schließen des Kanals beﬁnden,
l¨ asst sich das dem Schema 5.1 zugrunde liegende Diﬀerentialgleichungssystem nicht analy-
tisch l¨ osen, wie es z.B. Grewer (2000) f¨ ur das Gating-Modell des Glycin-Rezeptors gezeigt
hat. Beim Glycin-Rezeptor, einem Liganden-gesteuerten Chloridkanal, beﬁnden sich die108 Diskussion
Bindungs-/Dissoziationschritte mehrerer Glycin-Liganden im schnellen Vorgleichgewicht
zum nachfolgenden ¨ Oﬀnungsschritt. Grewer konnte daher durch das analytische L¨ osen des
nach dem Gating-Modell aufgestellten Diﬀerentialgleichungssystems zeigen, dass sich die
Lag-Phase des Glycin-Rezeptorsignals mit einer Summe von Exponentialfunktionen an-
passen l¨ asst und dass so eine Geschwindigkeitskonstante klag f¨ ur die Lag-Phase bestimmt
werden kann. Dies ist bei den hier vorliegenden Umst¨ anden nicht m¨ oglich. Daher wurde
im Experimentalteil auch auf eine quantitative Auswertung der Lag-Phase verzichtet.
Sowohl die Lag-Phase als auch der Signalanstieg haben sich als praktisch spannungs-
unabh¨ angig erwiesen. Die Spannungssprungexperimente haben dagegen gezeigt, dass es
spannungsabh¨ angige Schritte im Gating-Modell geben muss. Ansonsten w¨ are die langsame
Aktivierung (Signalanstieg) bei nichts¨ attigenden Ca2+-Konzentrationen nach einer Depo-
larisation der Membran nicht erkl¨ arbar. Da die langsame Aktivierung das gleiche zeitliche
Verhalten zeigt, wie der Signalanstieg nach einem schnellen Ca2+-Konzentrationssprung,
liegt die Vermutung nahe, dass beides mal die gleiche Reaktion betrachtet wird. Demnach
k¨ onnte die langsame Aktivierung auf das Nachbinden von Ca2+ zur¨ uckzuf¨ uhren sein.
Der Kanal muss dann bei depolarisierenden Membranpotentialen eine h¨ ohere apparente
Ca2+-Aﬃnit¨ at aufweisen als bei hyperpolarisierenden Membranpotentialen. Ein solches
Verhalten wurde auch tats¨ achlich von Qu und Hartzell (2000) f¨ ur den Ca2+-aktivierten
Chloridkanal in der Xenopus Oozytenmembran gezeigt (¨ Anderung der apparenten Ca2+-
Aﬃnit¨ at um den Faktor 4.5 zwischen -100 und +100 mV Membranpotential). Eine sol-
che Erh¨ ohung der apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ at bei depolarisierenden Membranpotentia-
len, die letztendlich auf eine Zustandsverschiebung durch die ¨ Anderung des Membran-
potentials zur¨ uckzuf¨ uhren ist, k¨ onnte zum einen durch eine spannungsabh¨ angige Ca2+-
Bindung/Dissoziation, zum anderen durch ein spannungsabh¨ angiges ¨ Oﬀnen/Schließen des
Kanals oder einer Kombination beider M¨ oglichkeiten im Rahmen des Gating-Modells in
Schema 5.2 erfolgen. Ebenso muss die schnelle Inaktivierung auf einen zus¨ atzlichen span-
nungsabh¨ angigen Schritt zur¨ uckzuf¨ uhren sein.
Das Gating-Modell 5.2 wurde genutzt, um mit Hilfe der Scientist-Software das zu
erwartende Chloridstromsignal zu simulieren. Dazu wurde zun¨ achst ein System von ge-
koppelten Diﬀerentialgleichungen entsprechend dem Schema 5.1 aufgestellt und dieses
numerisch integriert. Das Stromsignal i(t) wurde hierbei ¨ uber die Goldman-Hodgkin-
Katz-(GHK-)Gleichung f¨ ur einen asymmetrischen Chloridgradienten (entsprechend den
experimentellen Bedingungen) errechnet (siehe Tabelle 5.1). Die Parameter f¨ ur die Ra-
tenkonstanten wurden dann durch eine Anpassung des simulierten Stromsignals an expe-
rimentell gemessene Stromsignale nach einem Ca2+-Konzentrationssprung bei 0 mV mit-
tels eines least-square-Fit-Algorithmus ermittelt. Schema 5.2 w¨ are f¨ ur diese Anpassungen
¨ uberparametrisiert. Die Ratenkonstanten f¨ ur die Ca2+-Bindung und Dissoziation wurden
gem¨ aß den Regressionsparametern der Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstan-
ten 1/τAnstieg des Signalanstieg (siehe Ergebnisteil bzw. Tabelle 5.1) als Startparameter
f¨ ur den least-square-Fit vorgegeben, aber nicht festgehalten, um eine bessere Konver-
genz des Integrationsalgorithmus (Episode-Stiﬀ ) der Scientist-Software zu erreichen. Die
aus dieser Anpassung an gemessenen Stromsignalen bei 0 mV Membranpotential gewon-
nenen Parameter wurden dann als Ausgangsparameter f¨ ur eine numerische Integration5.1. Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus Oozytenmembran 109
des Diﬀerentialgleichungssystems gem¨ aß Schema 5.2 (siehe Tabelle 5.1) und einer least-
square-Algorithmus-Anpassung an experimentelle Stromsignale eines Spannungssprung-
experiments genommen. Dabei wurde dann insbesondere die Lage der spannungsabh¨ angi-
gen Schritte variiert, bis eine bestm¨ ogliche Anpassung der Daten erreicht wurde.
Das Ergebnis ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Mit den in Tabelle 5.1 zusammengefass-
ten Fitparametern f¨ ur die Simulation lassen sich die experimentellen Daten gut reprodu-
zieren: Die simulierten Chloridstr¨ ome eines Spannungssprungexperiments bei nichts¨ atti-
gender Ca2+-Konzentration zeigen die langsame Aktivierung und stimmen sehr gut mit
den experimentellen Kurven ¨ uberein (Abb. 5.1 A). Der instantane Strom vor der lang-
sam ansteigenden Aktivierungsphase wird ebenfalls gut reproduziert und ist auf die be-
reits im oﬀenen Zustand beﬁndlichen Kan¨ ale zur¨ uckzuf¨ uhren. Bei der Simulation der
Spannungsspr¨ unge ergibt sich bei s¨ attigender Ca2+-Konzentration die in den Experi-
menten gefundene schnelle Inaktivierung (Abb. 5.1 B, links) besonders deutlich. Die-
se f¨ uhrt zu der Einw¨ artsgleichrichtung der Strom-Spannungskennlinie des station¨ aren
Stroms (Abb. 5.1 B, rechts), w¨ ahrend die Strom-Spannungskennlinie des Spitzenstroms
dagegen zwar insgesamt exponentiell verl¨ auft (wie es gem¨ aß der GHK-Gleichung und ei-
nem asymmetrischen Chlorid-Gradienten zu erwarten ist), aber im positiven Spannungs-
bereich nahezu linear ist. Die Simulation eines Ca2+-Konzentrationssprunges ergibt sowohl
eine Ca2+-abh¨ angige Lag-Phase als auch einen Ca2+-abh¨ angigen Signalanstieg, die beide
nur eine schwache Spannungsabh¨ angigkeit aufweisen (Abb. 5.1 C, links vs. rechts).
Die Fitparameter f¨ ur die Ca2+-Bindung (31 · 106 M−1s−1) und Ca2+-Dissoziation
(30 s−1) stimmen gut mit den aus den experimentellen Daten bestimmten Werten (29.3±
1.8 µM−1s−1 bzw. 43.7 ± 1.4s −1) ¨ uberein. Die Rate f¨ ur das ¨ Oﬀnen (Reaktionsschritt
C3   O)hat sich zu 1200 s−1 ergeben und ist damit deutlich schneller als die voraus-
gehende Ca2+-Bindung bzw. Dissoziation. Die Rate f¨ ur das Kanalschließen (C3   O)
liegt gem¨ aß dem Least-Square-Fit bei 200 s−1. Diese Rate scheint zwar der von Takaha-
shi et al. (1987) berichteten mittleren Oﬀenzeit von ≈100 ms bei Einzelkanalmessungen
zu widersprechen, allerdings berichten Qu und Harzell (2000) von einem hochfrequen-
tem Flickern des Kanals bei Einzelkanalableitungen. Daher kommen Bursts des Ca2+-
aktivierten Chloridkanals als Erkl¨ arung f¨ ur diese Diskrepanz in Betracht. Die Inaktivie-
rung (O   I) erfolgt gem¨ aß den Fitparameter mit ca. 160 s−1, das Aktivieren (O   I)
mit einer Rate von ca. 1900 s−1. Dieser Reaktionsschritt O  I hat dabei eine starke
Spannungsabh¨ angigkeit (α3=0.61), ansonsten w¨ are die Inaktivierung bei stark depolari-
sierenden Potentialen auch nicht verst¨ andlich. Ein spannungsabh¨ angiges ¨ Oﬀnen/Schließen
(C3  O) des Kanals scheint nach den Simulationen eher unwahrscheinlich, da dann der si-
mulierte Signalanstieg nach einem Ca2+-Konzentrationssprung eine zu starke Spannungs-
abh¨ angigkeit zeigte. Dagegen hat sich eine Spannungsabh¨ angigkeit des Ca2+-Bindungs-/
Dissoziationsschritts Ci
Ca2+
 Ci+1 (α1=0.19) als notwendig erwiesen, um eine apparente
Ca2+-Aﬃnit¨ atserh¨ ohung des Kanals bei einer Depolarisation der Membran zu schaﬀen
und um so den langsamen Signalanstieg zu erreichen. Durch den spannungsabh¨ angigen
Bindungs-/Dissoziationsschritt wird auch die Spannungsabh¨ angigkeit des Signalabfalls
nach dem Auswaschen von Ca2+ verst¨ andlich, wie sie von Kuruma und Hartzell (2000)
und Gomez-Hernandez et al. (1997) beobachtet wurde: Bei Wegnahme des Ca2+ wird der110 Diskussion
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Abbildung 5.1: Simulation mit dem vorgeschlagenen Gating-Modell
A Spannungsspr¨ unge bei niedrig Ca2+: Vergleich der Simulation mit den experimentellen Daten
B Simulation der Spannungsspr¨ unge bei s¨ attigender Ca2+-Konzentration: Das Signal zeigt die schnelle
Inaktivierung bei einer Depolarisation der Membran (links) und damit auch die Einw¨ artsgleichrichtung
der Strom-Spannungskennlinie des station¨ aren Stroms, w¨ ahrend die Strom-Spannungskennlinie des Spit-
zenstroms im positiven Spannungsbereich n¨ aherungsweise linear verl¨ auft (rechts).
C Simulation eines Ca2+-Konzentrationssprunges bei hoch (links) und niedrig Ca2+ (rechts): Sowohl die
Lag-Phase als auch der Signalanstieg sind deutlich Ca2+-abh¨ angig, aber nur schwach spannungsabh¨ angig.5.1. Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus Oozytenmembran 111
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·
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1 − e−VMzSF/RT
Ca2+-Bindung k0
+1 31 · 106 M−1s−1 29.3 ± 1.8 µM−1s−1 aus exp. Daten
Ca2+-Dissoziation k0
−1 30 s−1 43.7 ± 1.4s −1 aus exp. Daten
Spannungsabh¨ angigkeit α1 0.19
Kanal¨ oﬀnen k0
op 1200 s−1
Kanalschließen k0
cl 200 s−1
Spannungsabh¨ angigkeit α2 0
Inaktivierung k0
inakt. 160 s−1
Aktivierung k0
akt. 1910 s−1
Spannungsabh¨ angigkeit α3 0.61
Tabelle 5.1: Simulationsparameter des vorgeschlagenen Gating-Modells
Das simulierte Stromsignal wurde ¨ uber die GHK-Gleichung i(t) errechnet. Die Chloridkonzentrationen
wurden f¨ ur die Simulationen entsprechend den experimentellen Bedingungen (asymmetrischer Chloridgra-
dient: intrazellul¨ ar 5 mM, extrazellul¨ ar 114 mM) gew¨ ahlt.
(VM: Membranpotential, αi: Dielektrizit¨ atskoeﬃzient als Maß f¨ ur die Spannungsabh¨ angigkeit, γ, PS, zS,
F, R, T, e0, k mit ihren ¨ ublichen Bedeutungen.)112 Diskussion
Signalabfall im wesentlichen durch die spannungsabh¨ angige Dissoziationsrate bestimmt.
Eine spannungsabh¨ angige Bindung/Dissoziation wurde auch von Arreola et al. (1996)
f¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale in Speicheldr¨ usenzellen der Ratte vorgeschlagen.
Callamaras und Parker (2000) gehen f¨ ur den Ca2+-aktivierten Chloridkanal der Xeno-
pus Oozyte zwar auch von einem spannungsunabh¨ angigen ¨ Oﬀnen/Schließen aus (wie es
aus den hier gezeigten Simulationen folgt), schlagen stattdessen aber nur eine spannungs-
abh¨ angige Ca2+-Dissoziation (bei spannungsunabh¨ angiger Bindung) vor.
Vergleich mit den Large Conductance (MaxiK)C a 2+-aktivierten K+-Kan¨ alen
Kuruma und Hartzell (2000) schlagen statt des hier favorisierten Reaktionschemas 5.2 ein
komplexeres Schema vor (siehe unten). Sie sind bei der Aufstellung ihres Reaktionsschema
stark von bestehenden Schemata f¨ ur die Large Conductance (Maxi) Ca2+-aktivierten K+
Kan¨ ale (auch BK-Kan¨ ale genannt) beeinﬂusst worden, so dass an dieser Stelle zun¨ achst
kurz auf die Large Conductance (Maxi) Ca2+-aktivierten K+ Kan¨ ale eingegangen werden
soll.
Die BK-Kan¨ ale werden wie die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale durch intrazellul¨ ares
Ca2+ aktiviert und zeigen ebenfalls eine Aktivierung bei depolarisierenden Membranpo-
tentialen, die denen der CLCA ¨ ahnelt. Der Hill-Koeﬃzient deutet mit n=3.7 ebenso wie
bei den CLCA auf die Bindung von mehreren Ca2+-Ionen hin. Dennoch gibt es deutliche
Unterschiede im Verhalten: So deuten Einzelkanalableitungen auf multiple Oﬀenzust¨ ande
hin (Latorre, 1994), sodass f¨ ur die BK-Kan¨ ale komplexere Gating-Modelle diskutiert wer-
den, von denen das im Schema 5.5 gezeigte (mit drei Oﬀenzust¨ anden) noch ein relativ
einfaches Modell darstellt.
C
Ca2+
 CCa
2+
Ca2+
 CCa
2+
2
Ca2+
 CCa
2+
3
Ca2+
 CCa
2+
4 (5.5)
  
OCa
2+
2  OCa
2+
3  OCa
2+
4
Mittlerweile werden bis zu 25 Oﬀenzust¨ ande diskutiert (Magleby, 2001). F¨ ur die Ca2+-
aktivierten Chloridkan¨ ale mangelt es in diesem Zusammenhang an detaillierten Einzelka-
nalstudien, die eventuell ebenfalls auf mehrere Oﬀenzust¨ ande hinweisen bzw. ¨ Ahnlichkei-
ten der CLCA mit den BK-Kan¨ alen aufzeigen k¨ onnten.
Abh¨ angig von den kinetischen Parametern werden einzelne Zust¨ ande der komplexen
Modelle bevorzugt besetzt, so dass sich die komplexen Modelle z.T. auf einfachere Modelle
(”Gating-Pfad“) reduzieren lassen. Als bevorzugter Gating-Pfad im Schema 5.5 hat sich
dabei ein lineares Schema mit Bindung von drei Ca2+-Ionen und zwei Oﬀenzust¨ anden
herausgestellt (Latorre, 1994):
C
Ca2+
 CCa
2+
Ca2+
 CCa
2+
2
Ca2+
 CCa
2+
3  OCa
2+
3  OCa
2+
4 (5.6)
Das einfache lineare Reaktionschema 5.2 f¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale k¨ onnte
daher ebenfalls ein bevorzugter Reaktionspfad eines tats¨ achlich (bzw. sogar wahrschein-
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Mit einem ¨ ahnlichen einfachen, linearen Schema wie 5.6 (allerdings mit nur einem
Oﬀenzustand) haben Markwardt und Isenberg (1992) zuvor eine detaillierte Analyse der
Kinetik der BK-Kan¨ ale durchgef¨ uhrt. Dabei haben sie eine spannungsabh¨ angige Ca2+-
Bindung/Dissoziation vorgeschlagen und die Ratenkonstanten zu 9 µM−1s−1 bzw. 27 s−1
bestimmt. Vergleichbare Raten haben auch Gurney et al. (1987) f¨ ur den Ca2+-aktivierten
Apamin-sensitiven K+-Kanal gefunden: 20.5 µM−1s−1 f¨ ur die Ca2+-Bindung bzw. 25 s−1
f¨ ur die Dissoziation. Gurney und Mitarbeiter haben bei ihren Untersuchungen schnel-
le Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge mittels Photolyse von nitr-5, einem photolabilen Ca2+-
Chelator wie DM-Nitrophen, durchgef¨ uhrt. Diese Werte stimmen jeweils gut mit den
Fitparametern f¨ ur die Ca2+-Bindung/Dissoziation f¨ ur den Ca2+-aktivierten Chloridkanal
¨ uberein. Dies spricht daf¨ ur, dass die ¨ uber die numerische Integration bestimmte Gr¨ oßen-
ordnung der Raten f¨ ur den Ca2+-aktivierten Chloridkanal durchaus sinnvoll sein k¨ onnen.
Beim Vergleich der Kinetik der BK-Kan¨ ale mit den CLCA bleibt anzumerken, dass
neuere Modelle eine spannungsabh¨ angige Bindung in Frage stellen (Lingle et al., 1996,
Cui et al., 1997). Hierf¨ ur spricht insbesondere die Tatsache, dass die BK-Kanale alleine
durch eine Membrandepolarisation, ohne zuvor Ca2+ gebunden zu haben, sich ¨ oﬀnen
k¨ onnen (Cui et al., 1997). Nach den bisherigem Kenntnisstand gilt dies f¨ ur die CLCA
nicht: Ca2+ ist zwingend notwendig f¨ ur eine Aktivierung des Kanals.
Reaktionsmodell nach Kuruma und Hartzell
Aufbauend auf die f¨ ur die BK-Kan¨ ale vorgeschlagenen Reaktions-Modelle haben Kuruma
und Hartzell (2000) folgendes Modell f¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale der Xenopus
Oozytenmembran vorgeschlagen:
C0
Ca2+
 C1
Ca2+
 C2
Ca2+
 C3 (5.7)
  
O1 O2 O3
Gating-Modell nach Kuruma und Hartzell (2000)
Ca2+-Bindung: 3 · 10−6 M−1s−1,C a 2+-Dissoziation: 50 s−1, kop1=10 s−1 (spannungsunabh¨ angig),
kcl1=5 s−1 (spannungsabh¨ angig), kop2=30 s−1 (spannungsunabh¨ angig), kcl2=5 s−1 (spannungsabh¨ angig),
kop3=100 s−1 (spannungsunabh¨ angig), kcl3=5 s−1 (spannungsabh¨ angig)
Auﬀallend an dem von Kuruma und Hartzell bevorzugten Gating-Modell ist die La-
ge der spannungsabh¨ angigen Schritte: Kuruma und Hartzell postulieren, dass nur das
Schließen der drei Oﬀenzust¨ ande spannungsabh¨ angig sei. Das ¨ Oﬀnen des gleichen Reak-
tionsschrittes soll dagegen spannungsunabh¨ angig sein. Eine solche Asymmetrie der Span-
nungsabh¨ angigkeit hatten bereits zuvor Arreola et al. (1996) vorgeschlagen. Sie ist aber
nicht ohne weiteres zu akzeptieren, da im einfachsten Fall einer symmetrischen Ener-
giebarriere sowohl die Hin- als auch die R¨ uckrate spannungsabh¨ angig sein muss. Eine
Asymmetrie bedarf daher einer speziellen Begr¨ undung, die durch die Messdaten belegt
sein sollte. Diese bleiben Kuruma und Hartzell schuldig. Eine Asymmetrie der Span-
nungsabh¨ angigkeit ist nicht vollst¨ andig auszuschließen: So erkl¨ art z.B. das Access Chan-114 Diskussion
nel-Modell bei der Na+/K+-ATPase die Asymmetrie der Spannungsabh¨ angigkeit, wobei
hier bei der theoretischen Behandlung ein Drei-Zustands-Modells auf ein Pseudo-Zwei-
Zustands-Modell reduziert wurde, das dadurch eine asymmetrische Spannungsabh¨ angig-
keit aufweist (Sagar und Rakowski, 1994). Die Asymmetrie der Spannungsabh¨ angigkeit
kommt letztendlich durch das elektrische Feld innerhalb des Zugangskanals, das die Na+-
und K+-Ionen durchqueren m¨ ussen, um die Bindungsstellen zu erreichen, zustande. Die
von Kuruma und Hartzell eingef¨ uhrte Asymmetrie der Spannungsabh¨ angigkeit des ¨ Oﬀ-
nens/Schließens l¨ asst sich dagegen nicht so ohne weiteres erkl¨ aren.
Abgesehen von dieser Unstimmigkeit, was die Lage der spannungsabh¨ angigen Schritte
bestimmt, w¨ are ein Modell nach Kuruma und Hartzell durchaus denkbar. Allerdings nicht
mit den von ihnen ermittelten Parametern: Die Signale nach einem Ca2+-Konzentrations-
sprung zeigen eine zu langsame Kinetik, wie Abbildung 5.2 verdeutlicht. Hier gilt aber
zu ber¨ ucksichtigen, dass Kuruma und Hartzells experimentelle Daten, nach denen sie ihre
Parameter angepasst haben, durch die Verwendung von Mg2+ in der Badl¨ osung beeinﬂusst
wurden, worauf Qu und Hartzell (2000) hinweisen.
1E-4 1E-3 0.01 0.1 1
0.0
0.5
1.0
0.2 µ M Ca
2+
1 µ M Ca
2+
10 µ M Ca
2+
100 µ M Ca
2+
S
t
r
o
m
 
[
n
o
r
m
.
]
Zeit [s]
Abbildung 5.2: Simulation des Ca2+-aktivierten Chloridstroms mit dem Modell nach Ku-
ruma und Hartzell
Der Chloridstrom nach einem Ca2+-Konzentrationssprung bei 0 mV l¨ asst sich prinzipiell auch mit dem
von Kuruma und Hartzell vorgeschlagenen Modell simulieren. Allerdings sind die Zeitkonstanten der
Lag-Phase und des Signalanstiegs zu langsam.
Da sich bei den BK-Kan¨ alen gezeigt hat, dass es oftmals einen bevorzugten Gating-
Pfad gibt (Latorre, 1994), ergibt sich unter Umst¨ anden das in Schema 5.1 vorgeschlagene
lineare Reaktionsmodell. Eine Ber¨ ucksichtigung der sp¨ ater von Qu und Hartzell (2000)
veriﬁzierten h¨ oheren Ca2+-Aﬃnit¨ at und schnelleren Kinetik des Kanals w¨ urde zudem eine
Anpassung der von Kuruma und Hartzell angebenen Raten notwendig machen, die dann
m¨ oglicherweise auch die in dieser Arbeit vorgeschlagenen Werte best¨ atigen w¨ urden.
Generell ist ein solches Modell, wie es von Kuruma und Hartzell bzw. f¨ ur die BK-
Kan¨ ale vorgeschlagen wird, ¨ uberparametrisiert, um aus den Messdaten R¨ uckschl¨ usse auf
die Ratenkonstanten ziehen zu k¨ onnen. Daher ist es nicht verwunderlich, dass auch das
von Kuruma und Hartzell vorgeschlagene Modell die experimentellen Signale nach einem
Ca2+-Konzentrationssprung erkl¨ aren kann. F¨ ur die BK-Kan¨ ale deuten zumindest Einzel-
kanalableitungen auf multiple Oﬀenzust¨ ande hin, die diese komplexeren Modelle rechtfer-5.1. Der endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal der Xenopus Oozytenmembran 115
tigen (Latorre, 1994). F¨ ur die CLCA fehlen diese Daten noch. Zudem bleibt die Lage der
spannungsabh¨ angigen Schritte oﬀen, da Kurumas und Hartzells Modell hier keine befrie-
digende, akzeptable Antwort gibt. G¨ anzlich unber¨ ucksichtigt bleibt in deren Modell die
schnelle Inaktivierung bei einer Depolarisation der Membran: Diese ist mit dem Reakti-
onsmodell nach Kuruma und Hartzell auch nach einer Anpassung der Parameter nicht
erkl¨ arbar.
5.1.3 Ausblick
Sowohl das im Rahmen dieser Arbeit vorgeschlagene lineare Gating-Modell in Schema 5.2
als auch das Gating-Modell nach Kuruma und Hartzell in Schema 5.7 haben einen wich-
tigen Faktor unber¨ ucksichtigt gelassen: den Einﬂuss des permeierenden Anions. Qu und
Hartzell (2000) haben gezeigt, dass das permeierende Anion einen deutlichen Eﬀekt auf
die Kinetik hat. Um dies erkl¨ aren zu k¨ onnen, muss das Anion in einem m¨ oglichen Gating-
Modell ber¨ ucksichtigt werden. Ein Einﬂuss des permeierenden Anions auf das Gating eines
Kanals ist bereits von den ClC-Chloridkan¨ alen bekannt (Pusch et al., 1995, Pusch, 1996,
Rychkov et al., 1998): M¨ oglicherweise stellt die Bindung des Anions an eine externe Bin-
dungsstelle und die Bewegung dieser Bindungsstelle zusammen mit dem Anion inner-
halb des elektrischen Feldes den spannungssensitiven Schritt dar (Chen und Miller, 1996,
Jentsch et al., 1999).
F¨ ur die Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale w¨ are es daher durchaus denkbar, dass das per-
meierende Anion eine ¨ ahnliche Rolle spielt wie f¨ ur die ClC-Chloridkan¨ ale. Die m¨ oglichen
Anionen- und spannungsabh¨ angigen Schritte innerhalb eines Gating-Modells k¨ onnten ein
wichtiges Bindeglied zwischen einem linearen Gating-Modell und einem Gating-Modell
mit multiplen Oﬀenzust¨ anden darstellen. Eine einfache Erweiterung des linearen Schemas
um m¨ ogliche Anionen-abh¨ angige Schritte ist in Abbildung 5.3 dargestellt und soll aus
Ausblick dienen.116 Diskussion
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Abbildung 5.3: Gating-Modell mit Anionen-abh¨ angigen Reaktionsschritten
Das lineare Gating-Modell nach 5.2 wurde um spannungs- und Anionen-abh¨ angige Schritte erweitert, die
einen ¨ Ubergang von einer hochaﬃnen zu einer niederaﬃnen Kanalkonformation darstellen. Unterlegte
Schritte: spannungsabh¨ angige Schritte aus dem linearen Gating-Modell in Schema 5.2.5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 117
5.2 Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher
NCX1
Ziel der Messungen am heterolog in Xenopus exprimierten Na+-Ca2+-Austauscher war es,
detaillierte Kenntnisse ¨ uber die Kinetik des Austauschers zu erlangen, um aus diesen nun
ein Reaktionsmodell aufzustellen. Bei den Messungen hat sich die Bedeutung von photo-
labilen Substanzen f¨ ur kinetische Untersuchungen best¨ atigt: Wie der native Austauscher,
so hat auch der heterolog exprimierte Austauscher vorstation¨ are Str¨ ome mit sehr schnel-
ler Kinetik nach einem Ca2+-Konzentrationssprung mittels Photolyse von DM-Nitrophen
gezeigt, die mit einem L¨ osungswechselsystem zeitlich nicht aufzul¨ osen gewesen w¨ aren.
Im folgenden sollen nun die Ergebnisse mit fr¨ uheren Messungen am nativen Aus-
tauscher sowie mit Literaturdaten verglichen werden. Anschließend soll aus den Ergeb-
nissen der Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch zun¨ achst ein kinetisches Modell f¨ ur die
Ca2+-Translokation erstellt werden. Die Beschr¨ ankung auf einen Transporthalbzyklus des
Na+-Ca2+-Austauschers erleichtert das Finden der Ratenkonstanten ¨ uber eine numerische
Integration des vorgeschlagenen Transportmodells. Ausgehend von den so gefundenen Ra-
tenkonstanten f¨ ur den Halbzyklus der Ca2+-Translokation soll das Reaktionsschema auf
den vollst¨ andigen Zyklus des Na+-Ca2+-Austauschs erweitert werden. Die im Ba2+-Ca2+-
Austausch sowie bei nicht-s¨ attigenden extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationen gefundene
zus¨ atzliche Abklingphase des transienten Stromsignals wird im Rahmen des Ca2+-Ca2+-
Austauschs diskutiert werden.
5.2.1 Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus
Die Messungen im Na+-Ca2+-Austausch-Modus mit 100 mM Na+ extrazellul¨ ar und in-
trazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen erfolgten zum einen per L¨ osungswechsel, zum
anderen per Photolyse von DM-Nitrophen. Die L¨ osungswechselexperimente stellten im
wesentlichen nur eine ¨ Uberpr¨ ufung der erfolgreichen Klonierung und Expression des Aus-
tauschers dar. Die gefundene apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at von 7.0 ± 0.5 µM liegt im Rahmen
der Literaturwerte: Von Matsuoka und Hilgemann (1992) wurden 2.7 µM gemessen (bei
80 mM Na+ extrazellul¨ ar), von M. Kappl (1997) 4.1 ± 0.2 µM an Meerschweinchenherz-
zellmembranen bzw. 9.8 ± 0.7 µM an Rattenherzzellmembranen (jeweils 100 mM Na+ ex-
trazellul¨ ar). Die Abweichungen zwischen den Werten k¨ onnen zum einen durch die nicht tri-
viale Einstellung der freien Ca2+-Konzentration in den verwendeten L¨ osungen herr¨ uhren
(vgl. Campbell, 1983, Bers et al., 1994), zum anderen kann aber auch durchaus die un-
terschiedliche Lipidumgebung der Membran (und damit verbundener Unterschiede in der
Ladungsdichte) Einﬂ¨ usse auf das Protein haben.
Ein wichtiger Test der funktionellen Exprimierung war die Deregulation des Austau-
schers durch α-Chymotrypsin (Hilgemann, 1990): Nach Behandlung der intrazellul¨ aren
Membranseite mit α-Chymotrypsin hat auch der exprimierte Austauscher die typische
Aufhebung der Na+-abh¨ angigen Inaktivierung durch α-Chymotrypsin gezeigt. Nach den
L¨ osungswechselexperimenten kann man daher von einer funktionellen Exprimierung des
Austauschers ausgehen. Dies wurde zudem bereits vorher von anderen Arbeitsgruppen118 Diskussion
gezeigt (Nicoll et al., 1990, Tsuruya et al., 1994). Durch die Behandlung des Austauschers
mit α-Chymotrypsin vor allen Messungen und der damit verbundenen Deregulation des
Austauschers kann der Einﬂuss der regulatorischen Bindungsstellen bei der sp¨ ater folgen-
den Interpretation der Ergebnisse vernachl¨ assigt werden.
Unbekannt war dagegen bisher der Einﬂuss des Expressionssystem auf die Kinetik des
vorstation¨ aren Stroms nach einem schnellen Ca2+-Konzentrationssprung mittels Photoly-
se von DM-Nitrophen. Die vorgestellten Messungen haben auch hier eine große ¨ Uberein-
stimmung mit den Messungen am nativen Austauscher gezeigt: Ebenso wie beim nativen
Austauscher gibt es nach einem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung einen sehr
schnell ansteigenden Einw¨ artsstrom, der dann im Vergleich zum Stromanstieg langsam
auf einen station¨ aren Einw¨ artsstrom abf¨ allt. Dieses ”langsame“ Abfallen geschieht dabei
immer noch so schnell, dass es mit einem herk¨ ommlichen L¨ osungswechselsystem nicht
aufzul¨ osen gewesen w¨ are. Dieses transiente Stromsignal war nur bei Messungen an den
Austauscher exprimierenden Oozytenmembranen, nicht aber an Kontrolloozytenmembra-
nen zu registrieren. Daher kann angenommen werden, dass das transiente Stromsignal
tats¨ achlich vom Austauscher herr¨ uhrt, und nicht auf z.B. die Verschiebung von Ober-
ﬂ¨ achenladungen nach dem Ca2+-Konzentrationssprung zur¨ uckzuf¨ uhren ist. Diese Kon-
trollexperimente haben zudem gezeigt, dass durch den Einsatz chloridfreier L¨ osungen der
endogene Ca2+-aktivierte Chloridkanal in der Oozytenmembran wirkungsvoll unterdr¨ uckt
werden kann, sodass dieser die Messungen am Na+-Ca2+-Austauscher nicht beeinﬂusst
hat. Umfangreiche Kontrollmessungen bez¨ uglich DM-Nitrophens und seiner Photolyse-
produkte wurden bereits vorher von Kappl und Hartung (1996b) durchgef¨ uhrt: Kappl
und Hartung hatten bei Messungen an Myocytenmembranen bereits gezeigt, dass we-
der DM-Nitrophen selbst noch seine Photolyseprodukte inhibierend auf den Austauscher
wirken und dass das transiente Stromsignal allein auf eine Aktivierung des Austauschers
durch den Ca2+-Konzentrationssprung zur¨ uckzuf¨ uhren ist. Mit den Messungen am in Xe-
nopus Oozyten heterolog exprimierten Austauscher konnten diese Ergebnisse best¨ atigt
werden.
Das vorstation¨ are Stromsignal im Na+-Ca2+-Austausch hat bei Ca2+-Konzentrationss-
pr¨ ungen > 20 µM den selben sehr schnellen Anstieg (τ<50 µs), der messtechnisch nicht
aufzul¨ osen war, gezeigt, wie er vom nativen Austauscher bekannt ist (Kappl und Hartung,
1996a, b). Bei Freisetzung sehr hoher Ca2+-Konzentrationen (Ca2+ ≥ 400 µM) erfolgte
der Abfall des Spitzenstroms auf den station¨ aren Strom mit einer Geschwindigkeitskon-
stanten 1/τAbfall >8000 s−1 (bei Raumtemperatur). Die Geschwindigkeitskonstante ist
damit deutlich gr¨ oßer, als sie von den bisherigen Messungen am nativen Austauscher
(< 4000 s−1) bekannt war (Kappl und Hartung, 1996b). Der Grund liegt wahrscheinlich
an der freigesetzten Ca2+-Konzentration (≤ 100 µM), die bei fr¨ uheren Messungen m¨ ogli-
cherweise nicht s¨ attigend f¨ ur den Austauscher war. Ein genereller Unterschied zwischen
der Kinetik des nativen und des exprimierten Austauschers ist allerdings nicht auszu-
schließen.
Bei Variation der freigesetzten Ca2+-Konzentration hat das vorstation¨ are Stromsi-
gnal eine starke Ca2+-Abh¨ angigkeit gezeigt: Sowohl der Spitzenstrom als auch die Ge-
schwindigkeitskonstante des Signalabfalls wurden deutlich kleiner bei niedrigeren Ca2+-5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 119
Konzentrationsspr¨ ungen. Bei kleinen Ca2+-Konzentrationen unter 10 µM stieg das Si-
gnal ohne ¨ Uberschießer biexponentiell auf den station¨ aren Strom an, w¨ ahrend bei hohen
Ca2+-Konzentrationen sowohl der Spitzenstrom als auch die Geschwindigkeitskonstante
des Signalabfalls s¨ attigten. Die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des Spitzenstroms und der
Geschwindigkeitskonstanten lagen bei 30.9 ± 3.0 bzw. 98.5 ± 21.3 µM und damit deut-
lich h¨ oher als f¨ ur den station¨ aren Strom (5.6 ± 0.4 µM im Photolyseexperiment). Diese
Ergebnisse widersprechen vorhergehenden Messungen am nativen Austauscher scheinbar
z.T. deutlich: W¨ ahrend ¨ ubereinstimmend mit diesen Messungen eine S¨ attigung des Spit-
zenstroms und der Geschwindigkeitskonstante gefunden wurde, so zeigte sich bei Mes-
sungen am nativen Austauscher selbst bei einem Ca2+-Konzentrationssprung auf 1.2 µM
noch ein transientes Stromsignal (Kappl et al., 2001). Ursache dieser starken Abweichun-
gen ist allerdings vermutlich die Variation des freigesetzten Ca2+ ¨ uber die Laserenergie
zur Photolyse, was zur Ausbildung einer Ca2+-Konzentrationsspitze f¨ uhrt (Zucker, 1993,
siehe auch Material und Methoden), eine Problematik die auch Kappl et al. betonen.
In der vorliegenden Arbeit wurden dagegen variierende DM-Nitrophen-Konzentrationen
zwischen 50 µM und 5.8 mM eingesetzt, um die freigesetzte Ca2+-Konzentration zu variie-
ren. Damit konnte erstmals eine zuverl¨ assige Ca2+-Konzentrationsabh¨ angigkeit der Aus-
tauscherkinetik durchgef¨ uhrt werden. Dass sich bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen kein
transientes Stromsignal mehr ausbildet, wird auch von Messungen von Powell et al. (1993)
best¨ atigt: Auch sie haben nach einem photolytischen Ca2+-Konzentrationssprung auf 2–
5 µM nur ein exponentiell auf einen station¨ aren Strom ansteigendes Stromsignal gemes-
sen. Die von ihnen gemessene Zeitkonstante des Anstiegs mit τ ≈5 ms stimmt gut mit
den eigenen Messungen ¨ uberein. Auch die deutlich niedrigere Ca2+-Aﬃnit¨ at des Spit-
zenstroms und der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls macht bei n¨ aherer Be-
trachtung Sinn: Da die Na+-Translokation als geschwindigkeitsbestimmend angesehen
wird (Niggli und Lederer, 1991a, Kappl und Hartung, 1996b), sollte die apparente Aﬃ-
nit¨ at des station¨ aren Stroms im Na+-Ca2+-Austausch deutlich h¨ oher sein als die intrin-
sische der Bindungsreaktion. Diese Unterschiede in den Ergebnissen verdeutlichen daher
die Problematik der Ca2+-Konzentrationsspitze bei unzureichender Photolyseumsatz des
DM-Nitrophens.
Die Untersuchungen zur Spannungsabh¨ angigkeit des Na+-Ca2+-Austauschs haben er-
geben, dass das Membranpotential nur einen schwachen Einﬂuss auf auf den station¨ aren
Strom hat: Bei einer ¨ Anderung um 100 mV hat sich die Stromamplitude im untersuchten
Ca2+-Konzentrationsbereich nur um etwa den Faktor zwei ge¨ andert. Eine Anpassung der
Strom-Spannungskennlinien mit der Gleichung I = I0 · exp(−
VMe0α
2kT ) gem¨ aß der Eyring-
Theorie f¨ ur eine symmetrische Energiebarriere hat einen Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α von
ca. 0.4 mit leichter Tendenz zur Abnahme bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen ergeben.
Matsuoka und Hilgemann (1992) haben vergleichbare Abh¨ angigkeiten des station¨ aren
Stroms vom Membranpotential publiziert. Ebenso haben Niggli und Lederer (1991) einen
Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α =0 .44 gefunden. Dagegen haben Kappl et al. (2001) nur
einen Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α =0 .19 ermittelt. Die Ursache f¨ ur diese Abweichung
ist unklar.
Die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstrom des vorstation¨ aren transienten Strom-120 Diskussion
signals hat ein vergleichbares Verhalten gezeigt wie die des station¨ aren Stroms: Der Di-
elektriziﬁt¨ atskoeﬃzient α f¨ ur die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstrom lag bei 0.35
¨ uber den gesamten untersuchten Ca2+-Konzentrationsbereich und ist damit vergleichbar
zu dem f¨ ur den station¨ aren Strom ermittelten Wert (s.o). Der Signalabfall war dagegen
spannungsunabh¨ angig. Dies Ergebnis weicht damit deutlich von fr¨ uheren Messungen am
nativen Austauscher ab, da Kappl et al. (2001) eine Spannungsabh¨ angigkeit des Signalab-
falls und damit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ gefunden haben. Die Ursache dieser
starken Diskrepanz ist unklar. M¨ oglicherweise ist sie auf abweichende Versuchsbedingun-
gen oder Unterschiede zwischem nativem und geklontem Austauscher zur¨ uckzuf¨ uhren.
5.2.2 Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus
Da im Ca2+-Ca2+-Austausch unter station¨ aren Bedingungen keine Nettoladung verscho-
ben wird, ist er zum einen nur f¨ ur Isotopen-Fluss-Messungen zug¨ anglich (Blaustein und
Russell, 1975, Bartschat und Lindenmayer, 1980, Slaughter et al., 1983). Zum anderen
konnte gezeigt werden, dass der Ca2+-Ca2+-Austausch elektrogene Schritte enth¨ alt und
somit f¨ ur Relaxationsmessungen zug¨ anglich ist (Hilgemann, 1996, Kappl und Hartung,
1996b, He et al., 1998, Kappl et al., 2001).
Ebenso wie die Messungen im Na+-Ca2+-Austausch so haben auch die Messungen
im Ca2+-Ca2+-Austausch gezeigt, dass das vorstation¨ are Stromsignal Ca2+-abh¨ angig ist.
Die Ca2+-Abh¨ angigkeit entspricht weitestgehend den Ergebnissen aus dem Na+-Ca2+-
Austausch: Sowohl der Spitzenstrom als auch die Geschwindigkeitskonstante des Signal-
abfalls s¨ attigenden bei hohen Ca2+-Konzentrationen. Die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten
lagen bei 57 ± 10 bzw. 76 ± 11 µMC a 2+. Bedingt durch die Unsicherheiten bei der
Absch¨ atzung der freigesetzten Ca2+-Konzentration nach der Photolyse kann man davon
ausgehen, dass diese Werte mit denen des Na+-Ca2+-Austauschs ¨ ubereinstimmen. Eben-
so hat die Anpassung der Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τAbfall
in beiden Transportmodi eine sehr ¨ ahnliche maximale Geschwindigkeitskonstante 1/τmax
von ≈ 10000 s−1 ergeben. Das heißt, auch die Geschwindigkeitskonstanten des Signal-
abfalls stimmen praktisch ¨ uberein. Daher ist es naheliegend anzunehmen, dass beiden
transienten Signalen die gleichen Reaktionsschritte zugrunde liegen. Vergleichende Litera-
turdaten zur Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskonstanten
existieren bisher nicht, da Kappl et al. (2001) aufgrund der Problematik der Ausbildung
einer Ca2+-Konzentrationsspitze bei unzureichendem Photolyseumsatz keine apparenten
Ca2+-Aﬃnit¨ aten bestimmen konnten.
Wie von Kappl et al. (2001) betont, sollte diese Ca2+-Konzentrationsspitze dage-
gen keinen Einﬂuss auf die verschobene Ladung (das heißt, dass Integral des transien-
ten Stromsignals) haben. Dementsprechend stimmt die in der vorliegenden Arbeit ge-
fundene weitestgehende Ca2+-Unabh¨ angigkeit der Ladungsverschiebung mit den Ca2+-
Konzentrationssprungmessungen am nativen Austauscher ¨ uberein.
Auch die gefundene Spannungsunabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten des
Signalabfalls im Ca2+-Ca2+-Austausch best¨ atigt fr¨ uhere Messungen (siehe Kappl et al.,
2001).
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Austausch stimmt weitestgehend mit dem ¨ uber die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzen-
stroms bestimmten Wert von 0.22 ¨ uberein. (Der Vorfaktor 2 vor dem α dient zur Ber¨ uck-
sichtigung des Faktors 1
2 im Exponenten der Gleichung I = I0 · exp(−
VMe0α
2kT ).) Gleiches
gilt f¨ ur den von He et al. (1998) gefundenen Wert von α =0 .46.
5.2.3 Transport anderer zweiwertiger Kationen und Einﬂuss der
extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration
Strontium und Barium sind als vom Austauscher transportierte Substrate bekannt (Blau-
stein und Santiago, 1977, Trosper und Philipson, 1983, Kimura et al., 1987, Trac et al.,
1997, Condrescu et al., 1997). Allerdings gab es bisher keine Untersuchungen des Ein-
ﬂusses anderer zweiwertiger transportierter Kationen auf die Kinetik des Austauschers.
Strommessungen wurden bisher nur unter station¨ aren Bedingungen in der Anwesenheit
von Na+ auf der trans-Seite der Membran, bzw. es wurden Isotopen-Fluss-Messungen
durchgef¨ uhrt. Ein Vergleich mit Literaturdaten ist daher nicht m¨ oglich.
Da Sr2+ als gut transportiertes Substrat gilt, war es insofern nicht verwunderlich,
dass das vorstation¨ are Stromsignal nach einem Ca2+-Konzentrationssprung im Sr2+-Ca2+-
Austausch das gleiche Verhalten gezeigt hat wie im Ca2+-Ca2+-Austausch. Die Resulte
k¨ onnen daher als Best¨ atigung der Ergebnisse im Ca2+-Ca2+-Austausch gelten.
¨ Uberraschend waren dagegen die Ergebnisse im Ba2+-Ca2+-Austausch, da Ba2+ im
L¨ osungswechselexperiment im Na+-Ca2+-Austausch sich als sehr schlecht transportiertes
Substrat herausgestellt hat (Trac et al., 1997). Dennoch hat sich im Photolyseexperiment
ein vorstation¨ ares Stromsignal ergeben, das von vergleichbarer Gr¨ oße wie in Ca2+-Ca2+-
Austausch-Messungen war. Die Ladungsverschiebung lag sogar signiﬁkant ¨ uber der im
Ca2+-Ca2+-Austausch, wie ein t-Test best¨ atigt hat. Diese Ergebnisse sind insofern inter-
essant, da Fujioka et al. (2000) bei der neuerlichen Bestimmung der St¨ ochiometrie des
Austauschers 7 mM Ba2+ zus¨ atzlich zur Na+-Konzentration ihrer Pipettenl¨ osung hinzu-
gef¨ ugt haben, in der Annahme, diese Ba2+-Konzentration h¨ atte keinen Einﬂuss auf den
Austauscher. Die von ihnen gemessene 4:1-(Na+:C a 2+)-St¨ ochiometrie kann daher auch
auf einen Ba2+-Eﬀekt zur¨ uckzuf¨ uhren sein.
Die beim Ba2+-Ca2+-Austausch aufgetretene zweite, langsame Phase im Abklingen des
transienten Stromsignals konnte bei fr¨ uheren Ca2+-Konzentrationssprungexperimenten
am nativen Austauscher nicht beobachtet werden. Auch die von Hilgemann (1996) durch-
gef¨ uhrten Spannungssprungexperimente haben bisher keinen Hinweis auf eine zus¨ atzliche
kinetische Phase geliefert. Da sie auch bei einer der Verringerung der extrazellul¨ aren Ca2+-
Konzentration auf 500 bzw. 100 µM beobachtet werden konnte, k¨ onnte sie auf eine nun
ratenlimitierende Bindungsreaktion zur¨ uckzuf¨ uhren sein. Unter der Annahme, dass die
Bindungsreaktion bei 5 mM Ba2+ auf der extrazellul¨ aren Seite diﬀusionskontrolliert und
sehr schnell ist, erscheint dies aber als alleinige Erkl¨ arung nicht ausreichend. Sie erkl¨ art
zumindest die beobachtete zus¨ atzliche langsame Phase im Ca2+-Ca2+-Austausch bei nied-
riger extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration. Daher ist die zweite Abklingphase m¨ oglicherwei-
se auf einen zus¨ atzlichen elektrogenen Okklusionsschritt auf der extrazellul¨ aren Seite im
Transportmodell zur¨ uckzuf¨ uhren, der durch Ba2+ beeinﬂusst (genauer: verlangsamt) wird.122 Diskussion
Durch den intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung bei extrazellul¨ arem Ba2+ konnte
dieser Schritt dann erstmals beobachtet werden. Durch eine andere Zustandsverteilung
vor dem Konzentrationssprung ist dann auch die deutlich h¨ ohere Ladungsverschiebung er-
kl¨ arbar. Die Bedeutung der Zustandsverteilung vor dem Ca2+-Konzentrationssprung zeigt
sich auch beim Einﬂuss der freien Ca2+-Konzentration vor der Photolysereaktion. Nur
durch eine ¨ Anderung der Zustandsverteilung ist die Umkehr der Spannungsabh¨ angigkeit
der Ladungsverschiebung zu verstehen. Nachfolgende Simulationen werden hier genaueren
Aufschluss geben, da Literaturdaten zum Verst¨ andnis des vorstation¨ aren Stromsignals im
Ba2+-Ca2+-Austausch bisher nicht existieren.
5.2.4 Spannungssprungexperimente im Ca2+-Ca2+-Austausch
Spannungssprungexperimente im Ca2+-Ca2+-Austausch-Modus mit hoher Zeitauﬂ¨ osung
wurden zuerst von D. Hilgemann (1996) mit Hilfe eines modiﬁzierten Patch-Clamp-
Verst¨ arkers durchgef¨ uhrt. Die von Hilgemann gefundene Geschwindigkeitskonstante 1/τ
stimmt gr¨ oßenordnungsm¨ aßig mit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls des
transienten Stromsignals im Konzentrationssprungexperiment ¨ uberein. Allerdings wider-
spricht die von Hilgemann (1996) gefundene Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindig-
keitskonstanten den Ergebnissen aus den Konzentrationssprungexperimenten. Wie die
selbst durchgef¨ uhrten Spannungssprungexperimente gezeigt haben, zeigt die Geschwindig-
keitskonstante m¨ oglicherweise tats¨ achlich eine Spannungsabh¨ angigkeit. Allerdings k¨ onnen
die Ergebnisse nicht als gesichert gelten, da sie sich nicht eindeutig reproduzieren lie-
ßen und, wie im Ergebnisteil erw¨ ahnt, sich auch bei Messungen an Kontrolloozyten
transiente Str¨ ome ergaben. Die bei den eigenen Spannungssprungmessungen in weni-
gen F¨ allen gefundene Spannungsabh¨ angigkeit war zudem sehr schwach (Faktor ≈2 zwi-
schen -200 und +200 mV Haltepotential) und widerspricht damit den Ergebnissen Hil-
gemanns (Faktor >5 zwischen -200 und +200 mV Haltepotential) Auf der anderen Seite
wurde die Spannungsabh¨ angigkeit auch bei Spannungssprungmessungen am NCX-SQ1
best¨ atigt (He et al., 1998). Hier sind daher weitere Untersuchungen notwendig, um diese
Diskrepanzen zu kl¨ aren, was im Rahmen dieser Arbeit leider nicht m¨ oglich war.
5.2.5 Folgerungen f¨ ur ein Reaktionsmodell
Die Resultate aus den Messungen der vorstation¨ aren Str¨ ome erlauben wichtige R¨ uck-
schl¨ usse auf ein Reaktionsmodell. Da der Halbzyklus des Ca2+-Ca2+-Austauschs weniger
Reaktionsschritte enth¨ alt als der gesamte Zyklus des Na+-Ca2+-Austauschs, soll zun¨ achst
ein Reaktionsmodell f¨ ur den Ca2+-Ca2+-Austausch aufgestellt werden. Die Gr¨ oßenord-
nung der Ratenkonstanten soll dabei, soweit m¨ oglich, aus den Messungen abgeleitet wer-
den, und dann durch die Anpassung an typische Stromsignale mit Hilfe der Scientist-
Software genauer bestimmt werden. Hierzu wird wieder, wie bereits bei der Diskussion
der Resultate der Ca2+-aktivierten Chloridkan¨ ale gezeigt, ein Satz gekoppelter Diﬀeren-
tialgleichungen gem¨ aß dem Reaktionsmodell aufgestellt werden und ¨ uber die Scientist-
Software numerisch integriert. Das Reaktionsmodell soll dann auf den vollen Zyklus des
Na+-Ca2+-Austauschs erweitert werden. Eine Simulation des Ca2+-Ca2+-Austauschs und5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 123
des Na+-Ca2+-Austauschs soll die in den Messungen gefundenen Resultate bestm¨ oglich
qualitativ und quantitativ reproduzieren.
Folgerungen aus dem Ca2+-Ca2+-Austausch
Die wichtigsten Resultate aus den Messungen im Ca2+-Ca2+-Austausch, die z.T. auch
schon von fr¨ uheren Messungen am nativen Austauscher bekannt sind, und die Folgerungen
f¨ ur ein Reaktionsmodell sollen zun¨ achst noch einmal zusammengefasst werden:
• Ein intrazellul¨ arer Ca2+-Konzentrationssprung ergibt ein transientes Einw¨ artsstrom-
signal. Die zwei negativen Ladungen des Ca2+ m¨ ussen daher durch negative Ladun-
gen des Austauschers ¨ uberkompensiert werden. Niggli und Lederer (1991) und Kappl
und Hartung (1996b) gehen daher von ca. 2.5 negativen Ladungen, die das Protein
tr¨ agt, aus.
• Der Signalanstieg kann bei hohen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen messtechnisch nicht
aufgel¨ ost werden: Die Zeitkonstante des Signalanstiegs liegt unter 50 µs. Der Signal-
abfall im Ca2+-Ca2+-Austausch l¨ asst sich mit einer monoexponentiellen Funktion
anpassen. Sofern im Signalanstieg nicht mehrere Phasen verborgen sind, muss ein
Reaktionsmodell f¨ ur ein biphasisches Verhalten mindestens drei Zust¨ ande aufweisen.
Geht man von je einer intrazellul¨ aren bzw. extrazellul¨ aren Bindungs-/Dissoziations-
reaktion sowie mindestens einem Translokationsschritt aus, so muss ein minimales
Reaktionsmodell f¨ ur den Ca2+-Ca2+-Austausch mindestens vier Zust¨ ande aufweisen.
• Das transiente Signal ist Ca2+-abh¨ angig: Der Spitzenstrom nimmt bei abnehmen-
der Ca2+-Konzentration ab, die Geschwindigkeitskonstante 1/τAbfall des Signalab-
falls wird kleiner. Sowohl der Spitzenstrom als auch die Geschwindigkeitskonstante
des Signalabfalls s¨ attigen aber bei hohen Ca2+-Konzentrationen. Die Ca2+-Bindung
kann daher nicht elektrogen sein, da sonst ein linearer Anstieg des Signals mit stei-
gender Ca2+-Konzentration zu erwarten w¨ are. Um eine S¨ attigung zu erreichen, muss
ein nachfolgender Reaktionsschritt ratenlimitierend sein.
• Die Geschwindigkeitskonstante des Signalabfalls ist im gesamten getesteten Ca2+-
Konzentrationsbereich spannungsunabh¨ angig. Die Amplitude des transienten Strom-
signals und damit die verschobene Ladung ist aber spannungsabh¨ angig: Bei depolari-
sierenden Membranpotentialen ist die Ladungsverschiebung geringer als bei hyper-
polarisierenden Membranpotentialen. Der der Bindung nachfolgende ratenlimitie-
rende Reaktionsschritt kann daher nicht elektrogen sein, da unter diesen Umst¨ anden
eine spannungsabh¨ angige Geschwindigkeitskonstante im Signal auftreten m¨ usste.
Der elektrogene Schritt folgt deshalb wahrscheinlich dem nichtelektrogenen, raten-
limitierenden Schritt nach der Ca2+-Bindung.
• Zudem hat sich auch bei niedrigen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen (<10 µM) die Ge-
schwindigkeitskonstante des Signalabfalls als spannungsunabh¨ angig erwiesen. Mit
der Annahme, dass bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen die Ca2+-Bindung raten-
limitierend wird und die Geschwindigkeitskonstante des Signalabfalls bestimmt,124 Diskussion
deutet diese Spannungsunabh¨ angigkeit ebenfalls auf eine nicht-elektrogene Bindung
hin.
• Die verschobene Ladung, das heißt, das Integral des transienten Stromsignals ist na-
hezu unabh¨ angig von der Ca2+-Konzentration nach der Photolyse. Die Einstellung
des Gleichgewichtszustands nach dem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung
ist also praktisch von der Ca2+-Konzentration entkoppelt. Dies deutet darauf hin,
dass der elektrogene Schritt, der dem ratenlimitierenden Schritt folgt, sehr hohe
Hin- und R¨ uckraten besitzt und im wesentlichen f¨ ur die Einstellung des Gleichge-
wichtszustands verantwortlich ist.
• Denkbar w¨ are daher ein 4-Zustandsmodell, bei dem dann allerdings die Ca2+-Bin-
dung/-Dissoziation auf der extrazellul¨ aren Seite elektrogen sein m¨ usste. Eine Span-
nungsabh¨ angigkeit der Ca2+-Bindung auf der extrazellul¨ aren Seite ist nach Matsuo-
ka und Hilgemann (1992) aber eher unwahrscheinlich.
Demnach muss das Reaktionsmodell aus mindenstens f¨ unf Zust¨ anden bestehen:
E0 E1Ca
2+
E2Ca
2+
Ca
2+
E3Ca
2+ E4
Ca
2+
k01
k10
k12 k21
k23 k32
k43
k34 extrazellulär
intrazellulär
* *
Abbildung 5.4: Reaktionsschema des Ca2+-Ca2+-Austauschs mit 5 Zust¨ anden
Schritt E2  E3 ist elektrogen (mit * gekennzeichnete Raten)
Ein 5-Zustandsmodell wurde bereits von Kappl et al. (2001) vorgeschlagen. Mit der
in dieser Arbeit vorliegenden detailierteren Ca2+- und Spannungsabh¨ angigkeit des vor-
station¨ aren Stroms soll dieses 5-Zustandsmodell f¨ ur den Ca2+-Ca2+-Austausch verfeinert
werden.
Nach der obigen Analyse kann man von einer schnellen Ca2+-Bindungsreaktion aus-
gehen. Eine schnelle Bindung, die nahe an der Grenze diﬀusionskontrollierter Reaktionen
(≈ 109 M−1s−1) ist, wurde von P. L¨ auger (1987) angenommen. Dass dies tats¨ achlich der
Fall ist, hat die Analyze der Ca2+-Abh¨ angigkeit des transienten Stromsignals im Na+-
Ca2+-Austausch gezeigt. Bei niedrigen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen ist das transiente5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 125
Signal in ein biexponentiell auf den station¨ aren Strom ansteigendes Signal ¨ ubergegan-
gen. Unter der Annahme, dass bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen die Ca2+-Bindung
ratenlimitierend wird, l¨ asst sich die Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten
der langsamen Phase mit einer Regressionsgeraden anpassen, deren Steigung die Ca2+-
Bindungsrate widerspiegelt. Die Ca2+-unabh¨ angige Bindungsrate k01 liegt demnach bei
ca. 5 · 108 M−1s−1 und damit tats¨ achlich in der Gr¨ oßenordnung diﬀusionskontrollierter
Reaktionen.
Wenn der Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritt E0
Ca2+
 E1 von einem stark raten-
limitierenden Konformations¨ anderungsschritt E1  E2 gefolgt wird, dann sollten beide
Schritte im schnellen Vorgleichgewicht liegen. Die Rate k12 des ¨ Ubergangs von E1 nach
E2 muss dann durch eine Rate ˜ k12 ersetzt werden, f¨ ur die gilt:
˜ k12 = k12 ·

1+
Kintr.
D
[Ca2+]intr.
−1
(5.8)
Ebenso wird die R¨ uckrate k21 durch die nachfolgenden Reaktionen, das heißt, durch den
elektrogenen Schritt und der Ca2+-Bindung/Dissoziation auf der extrazellul¨ aren Seite,
beeinﬂusst und l¨ asst sich durch eine Rate ˜ k21 ersetzen (unter der Voraussetzung, dass die
Reaktionen schnell sind):
˜ k21 = k21 ·

1+
k23
k32
·

1+
Kextr.
D
[Ca2+]extr.
−1
(5.9)
Eine im gemessenen Stromsignal zu erwartende Geschwindigkeitskonstante
1/τ = ˜ k12 + ˜ k21 (5.10)
sollte dann ¨ uber die Rate ˜ k12 ein von der intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration abh¨ angiges
Verhalten zeigen. Die Rate ˜ k21 wird als konstant angenommen, da die extrazellul¨ are Ca2+-
Konzentration nicht variiert wurde. Zudem sollte die extrazellul¨ are Ca2+-Konzentration
von 5 mM gr¨ oßer sein als der Kextr.
D -Wert, zieht man ersatzweise die apparente Ca2+-
Aﬃnit¨ at von K0.5 =0 .1 bis 1.4 mM (Blaustein und Lederer, 1999) zur Absch¨ atzung des
Kextr.
D -Werts heran. Unter der Annahme, dass k23 ≈ k32,w ¨ urde ˜ k21 dann n¨ aherungsweise
0.5 · k21 sein.
Es ist daher anzunehmen, dass der Signalabfall des transienten Signals im Ca2+-Ca2+-
Austausch diese Geschwindigkeitskonstante 1/τ = ˜ k12+˜ k21 reﬂektiert, w¨ ahrend der Ca2+-
Bindungs-/Dissoziationsschritt so schnell ist, dass er in dem messtechnisch nicht auﬂ¨ osba-
ren Signalanstieg liegt. Danach w¨ urde die bei der Anpassung der experimentellen Daten
mit einer Michaelis-Menten-Funktion bestimmte Ca2+-Aﬃnit¨ at der Geschwindigkeitskon-
stanten von ≈ 100 µM die Dissoziationskonstante Kintr.
D = k01/k10 der Bindungs-/Dis-
soziationsreaktion widerspiegeln. Da die Rate k01 bereits zu 5 · 108 M−1s−1 bestimmt
wurde (s.o.), muss die Dissoziationsrate k10 dann 50000 s−1 betragen. Bei s¨ attigenden
Ca2+-Konzentrationen sollte die ¨ uber die Michaelis-Menten-Kinetik bestimmte maximale
Geschwindigkeitskonstante (1/τ)max haupts¨ achlich durch die Rate k12 bestimmt werden.
Eine genauere Betrachtung der experimentellen Daten deutet zudem darauf hin, dass
bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen die Anpassung mit einer Michaelis-Menten-Funktion126 Diskussion
nicht optimal ist, da eine korrekte Anpassung der Daten einen Ordinatenschnittpunkt > 0
ergeben sollte (vgl. z.B. Abb. 4.18B auf Seite 82). Dieser Y-Achsenschnittpunkt bei ca.
500 s−1 sollte nach obiger Analyse der Rate ˜ k21 ≈ 0.5 · k21 entsprechen, sodass die Raten
k12 und k21 mit ca. 10000 und 1000 s−1 eine starke Asymmetrie aufweisen w¨ urden.
F¨ ur den Bindungs-/Dissoziationsschritt auf der extrazellul¨ aren Seite fehlen vergleich-
bare experimentelle Daten. Daher soll zun¨ achst angenommen werden, dass die Bindung
auf der extrazellul¨ aren ebenfalls diﬀusionskontrolliert ist. Die Ca2+-Bindungsrate k43 w¨ are
demnach auch mit mindestens 5 · 108 M−1s−1 anzusetzen. Im L¨ osungswechselexperiment
zum Na+-Ca2+-Austausch wurde eine deutlich niedrigere apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at f¨ ur
die extrazellul¨ are Bindungsstelle bestimmnt als f¨ ur die intrazellul¨ are (KM =3 2 0µMb e i
80 mM Na+ intrazellul¨ ar, Matsuoka und Hilgemann, 1992). Daher ist die Dissoziations-
rate k34 wahrscheinlich deutlich gr¨ oßer als die Dissoziationsrate k10 der Ca2+-Dissoziation
auf der intrazellul¨ aren Seite. Bei der eingesetzten Ca2+-Konzentration von 5 mM auf der
extrazellul¨ aren Seite sollte der Bindungs-/Dissoziationsschritt unter diesen Annahmen
daher nicht ratenlimitierend wirken.
Mit den obigen Annahmen l¨ asst sich bereits ein Teil der notwendigen Parameter einer
Simulation des Austauschersignals gem¨ aß dem Schema 5.4 vorgeben. Zur Simulation wird
das folgende Diﬀerentialgleichungssystem mit Hilfe der Scientist-Software numerisch in-
tegriert und ¨ uber einen Multivariationsﬁt an gemessene vorstation¨ are Austauschersignale
bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen und Membranpotentialen angepasst. Die
gleichzeitige Variation der Ca2+-Konzentration und des Membranpotentials bei der nume-
rischen Integration erlaubt eine genauere Bestimmung der Parameter, da das aufgestellte
Diﬀerentialgleichungssystem ansonsten zu stark ¨ uberparametrisiert w¨ are.
d
dt
[E0]=−k01 · [Ca
2+]intr. · [E0]+k01 · K
Ca2+
D,intr. · [E1]
d
dt
[E1]=−(k01 · K
Ca2+
D,intr. + k12) · [E1]+k01 · [Ca
2+]intr. · [E0]+k21 · [E2]
d
dt
[E2]=−(k
0
23 · e
−

VMe0α
2kT

+ k21) · [E2]+k12 · [E1]+k
0
32 · e

VMe0α
2kT

· [E3]
d
dt
[E3]=−(k43 · K
Ca2+
D,extr. + k
0
32 · e

VMe0α
2kT

) · [E3]+k
0
23 · e
−

VMe0α
2kT

· [E2]
+ k43 · [Ca
2+]extr. · [E4]
d
dt
[E4]=−k43 · [Ca
2+]extr. · [E4]+k43 · K
Ca2+
D,extr. · [E3]
Das Stromsignal wird ¨ uber die Gleichung
I = J · e0 ·

α · k
0
32 · e

VMe0α
2kT

· [E3] − α · k
0
23 · e
−

VMe0α
2kT

· [E2]

,
dem Nettoladungsﬂuss ¨ uber den elektrogenen Schritt, ermittelt. Der Vorfaktor J stellt
einen Skalierungsfaktor dar, um eine Anpassung des simulierten Stromsignals an ein ge-
messenes Signal zu erm¨ oglichen. Die Anfangsverteilung auf die Zust¨ ande [E0] bis [E4] wird
¨ uber die Gleichgewichtskonstanten K = kr¨ uck/khin des jeweiligen Reaktionsschritts und
den anf¨ anglichen Ca2+-Konzentrationen auf beiden Membranseiten mit der Randbedin-5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 127
gung

i
[Ei]=1
vorgegeben. Dies ist insbesondere f¨ ur die sp¨ atere Simulation des Ba2+-Ca2+-Austauschs
notwendig, wo nicht davon ausgegangen werden kann, dass sich vor dem intrazellul¨ aren
Ca2+-Konzentrationssprung alle Transporter im Zustand [E0] beﬁnden.
Die Raten k23 und k32 repr¨ asentieren den elektrogenen Schritt und wurden daher
spannungsabh¨ angig gemacht, indem sie durch eine Rate k0
23 bzw. k0
32 (Rate bei 0 mV)
multipliziert mit dem Exponentialfaktor exp
	
±
VMe0α
2kT


ersetzt wurden. F¨ ur α wird bei
der numerischen Integration ein Wert von 0.22 vorgegeben, wie er im Experimentalteil bei
der Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms im Ca2+-Ca2+-Austausch bestimmt wurde.
Da die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms ¨ uber die (spannungsunabh¨ angige) Ge-
schwindigkeitskonstante 1/τ direkt an die Spannungsabh¨ angigkeit der verschoben Ladung
(dem Integral des transienten Signals) gekoppelt ist, sollte dies gerechtfertigt sein.
Die Rate k10 wurde ¨ uber die Gleichung KCa2+
D.intr. = k10/k01 ersetzt, wobei f¨ ur KCa2+
D.intr.
ein Wert von 100 µM angenommen wird (s.o.). Gleiches gilt f¨ ur die Rate k34. Da hier die
Ca2+-Dissoziationskonstante nicht genau bekannt ist, wird ersatzweise der aus L¨ osungs-
wechselexperimenten bestimmte apparente KM-Wert von ≈ 300 µMC a 2+ genommen.
F¨ ur die Ca2+-Bindung auf beiden Membranseiten (Raten k01 und k43) wird zun¨ achst ein
Wert von 5 · 108 M−1s−1 vorgegeben (s.o.).
Damit bleiben die Raten k12, k21, k0
23 und k0
32 als freie Parameter ¨ uber. Eine test-
weise numerische Integration des Diﬀerentialgleichungssystems mit einer least-square-
Anpassung an gemessene Stromsignale zur Absch¨ atzung der Gr¨ oßenordnung und besten
Startwerte der Parameter hat ergeben, dass die Rate k12 tats¨ achlich deutlich gr¨ oßer sein
muss als die Rate k21, wie es nach der obigen Analyse zu erwarten war. Dies wurde eben-
so von Kappl et al. (2001) gefunden. Gem¨ aß Gleichung 5.8 bis 5.10 sollte in diesem Fall
die Rate k12 n¨ aherungsweise der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ des Signalabfalls bei
s¨ attigendem Ca2+-Konzentrationssprung auf der intrazellul¨ aren Seite entsprechen (s.o.).
Daher wird die Rate k12 auf den im Experimentalteil ¨ uber die Michaelis-Menten-Funktion
bestimmten Wert der maximalen Geschwindigkeitskonstanten (1/τ)max von ≈ 10000 s−1
festgesetzt, w¨ ahrend der Parameter k21 zwar variiert, aber als Startwert ≈ 1000 s−1 vor-
gegeben wird, um eine bessere Konvergenz des Integrationsalgorithmus zu erreichen.
In Tabelle 5.2 sind die Fitparameter f¨ ur verschiedene Simulationen zusammengefasst.
Es wurden f¨ ur die Simulationen ein Teil der Parameter gem¨ aß der obigen Analyse fest
vorgegeben, aber zur Kontrolle auch abweichende Werte f¨ ur die Ca2+-Bindungsraten k01
und k43 sowie f¨ ur die Rate k12 getestet.
Fit Nr. 1 und 2 unterscheiden sich in der Vorgabe der Ca2+-Bindungsrate (5 · 108 vs.
2 · 109 M−1s−1). Beide Fits spiegeln die experimentellen Daten im Wesentlichen wider,
zumal die Fitparameter nicht deutlich voneinander abweichen. Fit Nr. 2 zeigt aber eine
Tendenz, nach der die apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at des Spitzenstroms (KM =7 5µM) kleiner
ist als die der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ (KM =8 8µM). Dieses Verhalten passt
besser zu den experimentellen Daten (57±10 vs. 76±11 µMC a 2+). Beim Fit Nr. 3, 4 und
5 wurde testweise die Rate k12 auf 5000 s−1 festgesetzt; beim Fit Nr. 5 zus¨ atzlich α=0.44128 Diskussion
gesetzt, da Kappl et al. (2001) von einer st¨ arkeren Spannungsabh¨ angigkeit ausgehen. Un-
ter der Bedingung, dass KCa2+
D,intr. ca. 100 µM sein soll, zeigen diese Anpassungen aber nur
eine sehr schlecht ¨ Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten. Eine Anpassung der
Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ mit einer Hill-Funktion ist bei
einem Hill-Koeﬃzienten von n = 1 nur schlecht m¨ oglich. Die maximale Geschwindigkeits-
konstante (1/τ)max liegt zudem bei ca. 5000 s−1 statt bei ca. 10000 s−1. Dies spricht f¨ ur
die obige Analyse, nach der (1/τ)max haupts¨ achlich durch die Rate k12 beeinﬂusst wird.
Sie muss daher auf ≈ 10000 s−1 festgelegt werden.
Beim Fit Nr. 6 wurde abweichend von allen anderen Anpassungen die Ca2+-Bindungs-
rate auf der extrazellul¨ aren Seite auf nur 2·106 M−1s−1 festgesetzt. Dies widerspricht zwar
der Annahme, dass die Bindungsreaktionen auf beiden Membranseiten diﬀusionskontrol-
liert sind und damit in der Gr¨ oßenordnung ≈ 109 M−1s−1 liegen (L¨ auger, 1987). Der
Grund f¨ ur diese Festlegung der Bindungsrate wird aber sp¨ ater bei der Analyse des vorsta-
tion¨ aren Stromsignals im Ba2+-Ca2+-Austausch deutlich werden. Da sich die gewonnenen
Fitparameter nicht deutlich von denen der Fits Nr. 1 und 2 unterscheiden, erf¨ ullt auch
Fit Nr. 6 die experimentell gewonnenen Rahmenbedingungen befriedigend.
Allen drei Anpassungen (Fit Nr. 1, 2 und 6) ist gemeinsam, dass die Rate k21 deutlich
kleiner sein muss als die Rate k12, die auf 10000 s−1 festgesetzt wurde. Die Anpassungen
haben aber gezeigt, dass sie dennoch gr¨ oßer sein muss als der von Kappl et al. (2001) vor-
geschlagene Wert von nur 50 s−1: Bei Vorgabe sehr niedriger Startwerte ≤ 100 s−1 ergaben
sich immer wieder Werte um ca. 1000 s−1. Die dem elektrogenen Schritt zugeordeneten
Raten k23 und k32 sind nach den Anpassungen deutlich gr¨ oßer als die des vorausgehenden,
als geschwindigkeitsbestimmend postulierten Schritts. Dies hat sich allein durch die An-
passung an die experimentellen Daten ergeben, ohne dass dies als Randbedingung f¨ ur den
least-square-Algorithmus vorgeben worden ist. Die Rate k23 ist nach den Anpassungen
mit 15000–20000 s−1 kleiner als die R¨ uckrate k32 mit 25000–30000 s−1.
Ein Vergleich der simulierten Stromsignale mit experimentellen Signalen nach einem
Ca2+-Konzentrationssprung auf 20, 77 und 500 µMC a 2+ bei 0 mV Membranpotential
zeigt Abbildung 5.5 A bis C. Zur Simulation wurden die Parameter des Fits Nr. 2, der die
beste ¨ Ubereinstimmung mit den experimentell gefundenen Daten gezeigt hat, genommen.
Die simulierten Signale zeigen eine recht gute ¨ Ubereinstimmung mit den experimentellen
Daten. Da beim Fit Nr. 2 die Ca2+-Bindungsrate auf 2 · 109 M−1s−1 festgesetzt wurde,
stellt sich die Frage, inwieweit dies mit dem aus den experimentellen Daten abgesch¨ atzten
Wert von 5 · 108 M−1s−1 vereinbar ist. Die Gr¨ oßenordnung beider Werte stimmt aber
prinzipiell ¨ uberein, sodass 5 · 108 M−1s−1 als untere Grenze f¨ ur die Ca2+-Bindungsrate
angesehen werden kann und die tats¨ achliche Rate daher durchaus h¨ oher liegen kann. Hier
gilt insbesondere zu ber¨ ucksichtigen, dass die Ca2+-Freisetzung bei der Photolyse von
DM-Nitrophen nicht unendlich schnell erfolgt, sondern mit einer Rate von mindestens
38000 s−1 (Ellis-Davies et al., 1996).
Die Parameter des Fits Nummer 2 wurden desweiteren f¨ ur eine vollst¨ andige Simulation
des vorstation¨ aren Stromsignals mit dem 5-Zustandsmodell herangezogen. Die simulierten
Stromsignale bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen und Membranpotentialen
und die sich daraus ergebenden Daten sind in der Abbildung 5.6 A bis F dargestellt:5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 129
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Tabelle 5.2: Fitparameter der Simulationen des 5-Zustandsmodells zum Ca2+-Ca2+-
Austausch130 Diskussion
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Abbildung 5.5: Vergleich der experimentel-
len Stromsignale mit simulierten Stromsi-
gnalen
Stromsignale bei drei verschiedenen Ca2+-Konzen-
trationsspr¨ ungen wurden mit dem 5-Zustandsmo-
dell f¨ ur den Ca2+-Ca2+-Austausch und den Fitpa-
rametern des Fits Nr. 2 (siehe Tabelle 5.2) simu-
liert.
(A Ca2+-Konzentration nach Photolyse ≈20 µM,
B ≈77 µM, C ≈500 µM, Membranpotential 0 mV)
Die Auswertung simulierter Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge in (A) ergibt eine apparente
Ca2+-Aﬃnit¨ at der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ des Signalabfalls von 88±3 µMC a 2+
und eine maximale Geschwindigkeitskonstante (1/τ)max von 10280 ± 100 s−1. Die An-
passung der Ca2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms mit einer Michaelis-Menten-Funktion,
dargestellt in (C), ergibt eine apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at von 74.5 ± 0.5 µMC a 2+. Das
simulierte Stromsignal zeigt wie die experimentellen Daten eine Abnahme bei depola-
risierenden Potentialen (D). Zus¨ atzlich ist in (D) das simulierte Stromsignal bei einem
Membranpotential von +100 mV auf das bei -100 mV normiert worden, um so die Span-
nungsunabh¨ angigkeit des Signalabfalls zu verdeutlichen. Entsprechend der Signalabnahme
bei depolarisierenden Membranpotentialen nimmt die Ladungsverschiebung ab (E). Die
Geschwindigkeitskonstante 1/τ des Signalabfalls zeigt die aus den experimentellen Daten
gewonnene typische Spannungsunabh¨ angigkeit, aber Ca2+-Abh¨ angigkeit. Damit zeigt ein
mit dem 5-Zustandsmodell und den Parametern des Fits Nr. 2 (siehe Tabelle 5.2) simulier-
ter vorstation¨ arer Austauscherstrom im Ca2+-Ca2+-Austausch im Wesentlichen alle aus
den experimentellen Daten bekannten Eigenheiten. Lediglich die apparente Ca2+-Aﬃnit¨ at
des Spitzenstroms sollte h¨ oher sein und weicht damit ein wenig von den experimentellen
Daten ab.
In Abbildung 5.6 A bis C ist die Verteilung der Transporter auf die Zust¨ ande [E0] bis
[E4] vor und nach einem Ca2+-Konzentrationssprung dargestellt. Bei den Simulationen
wurde von einer freien Ca2+-Konzentration vor der Photolyse (Zeitpunkt t=0 ms) von5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 131
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Abbildung 5.6: Simulation des vorstation¨ aren Stromsignals mit dem 5-Zustandsmodell
Zur Simulation wurden die Parametern des Fits Nr. 2 (siehe Tabelle 5.2) genommen.
A Simulation verschiedener Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge, B Ca2+-Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeits-
konstanten 1/τ: eine Anpassung mit einer Michaelis-Menten-Funktion ergibt einen KM-Wert von 88 µM
Ca2+ und ein (1/τ)max von 10280 s−1,CC a 2+-Abh¨ angigkeit des Spitzenstroms, KM,Spitze=75 µMC a 2+,
D Simulation der Spannungsabh¨ angigkeit bei einem Ca2+-Konzentrationssprung auf 200 µM, das Signal
bei +100 mV Membranpotential wurde zus¨ atzlich auf das Signal bei -100 mV normiert und verdeutlicht
die Spannungsunabh¨ angigkeit des Signalabfalls, E Spannungsabh¨ angigkeit der verschobenen Ladung des
Signals aus D, F Ca2+-Abh¨ angigkeit, aber Spannungsunabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ
des Signalabfalls
Das simulierte Stromsignal zeigt im Wesentlichen das in den experimentellen Daten gesehene Verhalten.132 Diskussion
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Abbildung 5.7: Zustandsverteilung bei
einem simulierten Ca2+-Konzentrations-
sprungexperiment
Verteilung der Transporter auf die Zust¨ ande [E0] bis [E4] vor und nach einem simulierten Ca2+-
Konzentrationssprungs (t=0 ms) auf 100 µMC a 2+ bei -100 mV (A), 0 mV (B) und +100 mV (C)
Membranpotential. Bei einer intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 0.5 µM vor der Photolyse sind ca.
90% der Transporter im Zustand [E0].
(5-Zustandsmodell f¨ ur den Ca2+-Ca2+-Austausch mit den Parametern des Fits Nr. 2 (siehe Tabelle 5.2))
0.5 µM ausgegangen. Unter diesen Bedingungen sind, abh¨ angig vom Membranpotential,
ca. 90% der Transporter im Zustand [E0]. Dies zeigt, dass bei den Simulationen des vorsta-
tion¨ aren Stromsignals nicht davon ausgegangen werden kann, dass alle Transporter sich
im Zustand [E0] beﬁnden wie es bei reinen zero-trans-Bedingungen der Fall sein sollte.
Dies ist insbesondere f¨ ur die folgende Analyse des Ba2+-Ca2+-Austauschs von Bedeutung,
bei dem die vorstation¨ aren Stromsignale eine Umkehr der Spannungsabh¨ angigkeit der La-
dungsverschiebung bei einer Erh¨ ohung der freien Ca2+-Konzentration vor der Photolyse
gezeigt hatten.
Die Spannungsabh¨ angigkeit der Zustandsverteilung zeigt, dass bei positiven Membran-
potentialen mehr Transporter in Richtung intrazellul¨ are Seite verschoben werden, indem
die R¨ uckrate k32 beschleunigt (bzw. die Hinrate k23 verlangsamt) wird. Diese Spannungs-
abh¨ angigkeit erkl¨ art auch die beobachtete Abnahme der Ladungsverschiebung bei positi-
ven Membranpotentialen: Es beﬁnden sich zwar mehr Transporter auf der intrazellul¨ aren
Seite im Zustand [E0] und sind somit zur Ca2+-Bindung bereit, aber insgesamt erfolgt5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 133
nach einem Ca2+-Konzentrationssprung eine geringere Zustandsverschiebung ¨ uber den
elektrogenen Schritt E2  E3 hinweg zur extrazellul¨ aren Seite. Dadurch ist die Ladungs-
verschiebung bei positiven Potentialen entsprechend kleiner als bei negativen Membranpo-
tentialen. Eine solche Spannungsabh¨ angigkeit stimmt mit den bei Ca2+-Flux-Messungen
im Ca2+-Ca2+-Austausch gefundenen Resultaten ¨ uberein, nach denen der Ca2+-Ausstrom
bei positiven Membranpotentialen reduziert wird (DiPolo und Beaug´ e, 1987).
Folgerungen aus dem Ba2+-Ca2+-Austausch
Die Messungen zum Ba2+-Ca2+-Austausch haben als wichtigstes Ergebnis gezeigt, dass
bei Wahl geeigneter Messbedingungen (hier: der Einsatz von Ba2+ statt Ca2+ auf der
extrazellul¨ aren Seite) eine zus¨ atzliche, langsame Phase im Abklingen des vorstation¨ aren
Stromsignals nach einem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung zu beobachten ist.
Dies ist mit dem im vorangegangenen Abschnitt vorgeschlagenen 5-Zustandsmodell und
den Parametern des Fits Nr. 2 nicht ohne weiteres zu erkl¨ aren. Eine zus¨ atzliche langsa-
me Phase deutet auf einen zus¨ atzlichen langsamen Reaktionsschritt hin, der in diesem
Fall dem elektrogenen Schritt nachfolgen muss. Im 5-Zustandsmodell ist der dem elek-
trogenen Schritt nachfolgende Schritt der Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritt. Denkbar
w¨ are daher, dass die Ba2+-Bindung im Vergleich zur Ca2+-Bindung wesentlich langsa-
mer erfolgt. Da zudem eine Erniedrigung der extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von
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Abbildung 5.8: Simulation eines intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprungs bei niedriger
extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration
Simulationsparameter siehe Fit 6, Tabelle 5.2. Abweichend von den Parametern in Tabelle 5.2 wurde
von einer extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 100 µM ausgegangen. Es zeigt sich eine zus¨ atzliche
langsame Phase im Abklingen des simulierten Stromsignal nach einem Ca2+-Konzentrationssprung auf
100 µM. Die verschobene Ladung betr¨ agt −23.9 fC bei einem Spitzenstrom von −50 pA.
Fitparameter: τAnstieg =0 .026 ms, AAnstieg =7 8 .8[ a .u.], Signalanteil 8% ; τAbfall1 =0 .182 ms, AAbfall1 =
−73.1[ a .u.], Signalanteil 47% ; τAbfall2 =2 .41 ms, AAbfall2 = −5.3[ a .u.], Signalanteil 45% .
5 mM auf 500 bzw. 100 µM im Photolyseexperiment im Ca2+-Ca2+-Austausch ebenfalls
eine zus¨ atzliche langsame Phase im Abklingen des vorstation¨ aren Signals ergeben hat,134 Diskussion
m¨ usste die Ca2+-Bindungsrate k43 auf der extrazellul¨ aren Seite allerdings in der Gr¨ oßen-
ordnung 106 s−1M−1 statt 109 s−1M−1 liegen. Diese M¨ oglichkeit wurde im vorangehenden
Abschnitt als Fit Nr. 6 in Tabelle 5.2 in Betracht gezogen. Mit den gefundenen Fitpa-
rametern ließen sich die Resultate des Ca2+-Ca2+-Austauschs bei einer extrazellul¨ aren
Ca2+-Konzentration von 5 mM durchaus zufriedendstellend simulieren. Eine qualitati-
ve Simulation eines intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprungs mit den Parametern des
Fits Nr. 6 in Tabelle 5.2 bei einer extrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 100 µM statt
5 mM ist in Abbildung 5.8 dargestellt. Wie in der Abbildung zu sehen ist, ergibt sich
tats¨ achlich eine zus¨ atzliche langsame Phase im Abklingen des transienten Stromsignals.
Sowohl die Zeitkonstante des Signalanstiegs τAnstieg als auch die Zeitkonstante der schnel-
len Phase des Signalabklingens τAbfall1 liegen in der selben Gr¨ oßenordnung wie beim Ca2+-
Konzentrationssprungexperiment mit 5 mM extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration, w¨ ahrend
die zus¨ atzliche langsame Phase eine Zeitkonstante von ca. 2 ms aufweist. Die verschobene
Ladung betr¨ agt -47.8 fC (normiert auf einen Spitzenstrom von -100 pA). Vergleicht man
diesen Wert mit den experimentellen Werten von ca. -50 fC (siehe Experimentalteil auf
Seite 97), so liegen diese recht gut ¨ uberein. Die Ladungsverschiebung (d.h., dass Integral
des simulierten Stromsignals) w¨ are damit deutlich gr¨ oßer als im Ca2+-Ca2+-Austausch
bei 5 mM Ca2+ extrazellul¨ ar bzw. niedriger als im Ba2+-Ca2+-Austausch (≈− 30 bzw.
≈− 65 fC, experimentelle Werte aus t-Test Tabelle 4.3 auf Seite 95), wie es die experi-
mentellen Daten erfordern. Der Anteil der langsamen Phase an der Ladungsverschiebung
(das heißt, der Beitrag zum Integral des transienten Signals) betr¨ agt ca. 45%. Im Ba2+-
Ca2+-Austauschexperiment hat die langsame Phase dagegen bis zu 75% (bei gleicher
Gr¨ oßenordnung der Zeitkonstanten der langsamen Phase) an der Ladungsverschiebung
ausgemacht. Dieser hohe Anteil an der Ladungsverschiebung w¨ urde eventuell auf eine
Elektrogenizit¨ at des Bindungs-/Dissoziationsschritts auf der extrazellul¨ aren Seite hin-
deuten. Allerdings spricht generell gegen ein 5-Zustandsmodell mit einer extrazellul¨ aren
Bindungsrate von 2 · 106 s−1M−1, dass die Bindung diﬀusionskontrolliert und damit in
der Gr¨ oßenordnung von 109 s−1M−1 sein sollte (L¨ auger, 1987). Eine diﬀusionskontrol-
lierte Bindung sollte dann auch bei einer extrazellul¨ aren Ba2+-Konzentration von 5 mM
vorliegen. Daher ist es wahrscheinlicher, dass der Bindung auf der extrazellul¨ aren Sei-
te ein langsamer Reaktionsschritt nachfolgt. Dieser zus¨ atzliche langsame Reaktionschritt
w¨ are somit vom Bindungs-/Dissoziationsschritt und dem schnellen elektrogenen Schritt
eingeschlossen. Aus dem 5-Zustandsmodell ergibt sich ein 6-Zustandsmodell, wie es in
Abbildung 5.9 dargestellt ist: Einer schnellen Bindung auf beiden Seiten der Membran
folgen zwei okkludierte Zust¨ ande E2 und E3.D e r¨ Ubergang zwischen diesen okkludierten
Zust¨ anden muss sehr schnell und elektrogen sein, um mit den im vorangehenden Abschnitt
diskutierten Folgerungen aus den Messungen zum Ca2+-Ca2+-Austausch kompatibel zu
sein. Ein 6-Zustandsmodell f¨ ur den Ca2+-Translokationszweig wurde bereits von Matsuo-
ka und Hilgemann (1992) diskutiert. Matsuoka und Hilgemann gehen allerdings von einer
Elektrogenizit¨ at der Ca2+-Okklusion auf der intrazellul¨ aren Seite (im obigen Schema in
Abb. 5.9 der Schritt E1  E2) aus. Dies widerspricht den im vorangehenden Abschnitt
diskutierten Ergebnissen aus dem Ca2+-Ca2+-Austausch, wonach dieser Schritt ratenlimi-
tierend und nichtelektrogen sein muss.5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 135
Abbildung 5.9: Reaktionsschema des Ca2+-Translokationszweiges mit 6 Zust¨ anden
Das 5-Zustandsmodell wurde um einen zus¨ atzlichen Reaktionsschritt E3  E4 zwischen schnellem elek-
trogen Schritt E2  E3 und extrazellul¨ arer Ca2+-Bindung-/Dissoziation E4  E5 erweitert. Die elek-
trogenen Schritte sind mit einem * gekennzeichnet.
Ein Nachteil des 6-Zustandsmodells ist, dass das zugrunde liegende System von ge-
koppelten Diﬀerentialgleichungen zu viele freie Parameter besitzt, um eine sinnvolle least-
square-Anpassung an die gemessenen Daten nach einer numerischen Integration des Glei-
chungssystems durchzuf¨ uhren. Daher soll nur eine qualitative Betrachtung erfolgen, ob die
wichtigsten Eigenschaften der experimentellen Daten reproduziert werden k¨ onnen. Hierzu
wurde das Diﬀerentialgleichungssystem des 5-Zustandssystems um eine zus¨ atzliche Diﬀe-
rentialgleichung erweitert und dieses System numerisch integriert. Die Parameter wurden,
soweit m¨ oglich, an den Fit Nr. 2 (siehe Tabelle 5.2) des 5-Zustandssystems angelehnt und
die zus¨ atzlichen Parameter manuell variiert. Da davon ausgegangen wird, dass die Ba2+-
Bindung ebenso wie die Ca2+-Bindung diﬀusionskontrolliert mit einer Rate von mindes-
tens 2 · 109 s−1M−1 erfolgt, muss ein anderer Reaktionsschritt beim Ba2+-Transport im
Vergleich zum Ca2+-Transport durch z.B. eine andere sterische Konformation verlangsamt
sein. Um die zus¨ atzliche langsame Phase im Ba2+-Ca2+-Austausch erkl¨ aren zu k¨ onnen,
wird daher die Rate k43 des Okklussionsschritts auf der extrazellul¨ aren Seite als deutlich
verlangsamt im Vergleich zum Ca2+-Ca2+-Austausch angenommen. Mit diesen Randbe-
dingungen wurde dann sowohl ein intrazellul¨ arer Ca2+-Konzentrationssprung im Ca2+-
Ca2+-Austausch bei 5 mM und 100 µM extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration als auch im
Ba2+-Ca2+-Austausch mit 5 mM Ba2+ extrazellul¨ ar und variierender intrazellul¨ arer freier
Ca2+-Konzentration vor dem Ca2+-Sprung simuliert. Die Parameter der Simulationen mit
dem 6-Zustandsmodell sind in der Tabelle 5.3 zusammengefasst.
Abbildung 5.10 zeigt eine Simulation eines Ca2+-Konzentrationssprungs im Ca2+-
Ca2+-Austausch bei 0.1 bzw. 5 mM extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration: Bei niedriger ex-
trazellul¨ arer Ca2+-Konzentration f¨ allt das vorstation¨ are Signal biexponentiell ab, w¨ ahrend136 Diskussion
Ca2+-Ca2+ Ba2+-Ca2+
Parameter -Austausch -Austausch Anmerkung
k01 [M−1s−1] 2 · 109 2 · 109
k10 [s−1] 200000 200000 gem¨ aß Kintr.
D =1 0 0µM
k12 [s−1] 10000 10000
k21 [s−1] 1000 1000
k23 [s−1] 20000 20000 α =0 .16
k32 [s−1] 25000 25000
k34 [s−1] 1000 1000 α =0 .08
k43 [s−1] 10000 100
k45 [s−1] 6000000 6000000 gem¨ aß Kextr.
D =3m M
k54 [M−1s−1] 2 · 109 2 · 109
Tabelle 5.3: Simulationsparametern f¨ ur das 6-Zustandsmodell
bei hoher extrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration nur ein monoexponentieller, spannungsun-
abh¨ angiger Signalabfall zu verzeichnen ist. Das heißt, bei hoher extrazellul¨ arer Ca2+-
Konzentration ist das Stromsignal nach einem simulierten Ca2+-Konzentrationssprung
im 6-Zustandsmodell nicht von dem mit dem 5-Zustandsmodell simulierten zu unterschei-
den. Um dieses Verhalten zu erreichen, muss der extrazellul¨ are Okklusionsschritt, analog
zum intrazellul¨ aren Okklusionsschritt, asymmetrische Raten aufweisen. Zudem muss der
Kextr.
D -Wert f¨ ur Ca2+ auf der extrazellul¨ aren Seite >1 mM sein. Dies ist durchaus mit
Literaturwerten vereinbar, da f¨ ur die Ca2+-Bindung auf der extrazellul¨ aren Seite appa-
rente K0.5-Werte von 0.1 bis 1.4 mM angegeben werden (Blaustein und Lederer, 1999).
Damit lassen sich mit dem 6-Zustandsmodell und den Parametern in Tabelle 5.3 die unter
Ca2+-Ca2+-Austauschbedingungen experimentell gefundenen Resultate qualitativ repro-
duzieren.
Eine Simulation unter Ba2+-Ca2+-Austauschbedingungen zeigen die Abbildungen 5.11
(Zustandsverteilungen) und 5.12 (simuliertes vorstation¨ ares Stromsignal), bei der die Ra-
te k43 des Okklussionsschritts auf der extrazellul¨ aren Seite als verlangsamt im Vergleich
zum Ca2+-Ca2+-Austausch angenommen wird (siehe Tabelle 5.3). Die Simulation wur-
de f¨ ur zwei unterschiedliche intrazellul¨ are Ca2+-Konzentrationen (0.1 bzw. 1 µM) vor
einem Ca2+-Konzentrationssprung auf 100 µM durchgef¨ uhrt. In beiden F¨ allen ergibt
sich ein biexponentiell abfallendes Signal. Allerdings zeigt das Signal bei hoher intra-
zellul¨ arer Ca2+-Konzentration vor dem Konzentrationssprung eine deutliche Umkehr der
Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms und der verschobenen Ladung (Anstieg bei de-
polarisierenden Membranpotentialen statt Abnahme wie im Ca2+-Ca2+-Austausch). Ein
solches Verhalten wurde auch unter experimentellen Bedingungen beobachtet und l¨ asst
sich somit qualitativ in den Simulationen reproduzieren. Die zugeh¨ origen Zustandsver-
teilungen in Abbildung 5.11 erkl¨ aren dieses Ph¨ anomen: Bei hyperpolarisierendem Mem-
branpotential beﬁnden sich bei hoher intrazellul¨ arer Ca2+-Konzentration ein Großteil der
Transporter bereits in den Zust¨ anden E4 und E5. Bei depolarisierenden Potentialen er-
folgt eine deutliche Verschiebung der Transporter zur intrazellul¨ aren Seite, so dass mehr5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 137
Transporter zur Ca2+-Bindung bereit sind und nach einem Ca2+-Konzentrationssprung
¨ uber die elektrogenen Schritte verschoben werden k¨ onnen.
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Abbildung 5.10: Simulation des Ca2+-Ca2+-Austauschs mit dem 6-Zustandsmodell bei
100 µMu n d5m MC a 2+ extrazellul¨ ar
Simuliert wurde ein intrazellul¨ arer Ca2+-Konzentrationssprung auf 100 µMC a 2+ (intrazellul¨ are Ca2+-
Konzentration vor dem Sprung 0.5 µM). Bei 100 µMC a 2+ extrazellul¨ ar ergibt sich ein biphasischer Si-
gnalabfall. Die Ladungsverschiebung bei 0 mV, normiert auf -100 pA Spitzenstrom, betr¨ agt −59.7f C( A ) .
Die zugeh¨ origen Geschwindigkeitskonstanten f¨ ur den Signalabfall zeigen eine leichte Spannungsabh¨ angig-
keit (C). Bei 5 mM Ca2+ extrazellul¨ ar ergibt sich ein monoexponentieller Signalabfall. Die Ladungsver-
schiebung bei 0 mV, normiert auf -100 pA Spitzenstrom, betr¨ agt −27.9 fC (B). Die zugeh¨ orige Geschwin-
digkeitskonstante ist praktisch spannungsunabh¨ angig (D).
Die experimentellen Daten hatten gezeigt, dass die langsame Phase des Signalabfalls
mit bis zu 75% zur Ladungsverschiebung beitr¨ agt. Um dies in den Simulationen zu er-
reichen, musste der extrazellul¨ are Okklusionsschritt spannungsabh¨ angig gesetzt werden.
Dies w¨ are im Gegensatz zu der von Matsuoka und Hilgemann (1992) diskutierten Elek-
trogenizit¨ at des Okklusionsschritts auf der intrazellul¨ aren Seite (und der Nichtelektro-
genizit¨ at des Okklusionsschritts auf der extrazellul¨ aren Seite). Ob dies tats¨ achlich der
Fall ist, k¨ onnten photolytische Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge auf der extrazellul¨ aren Seite
zeigen. Diese w¨ urden eventuell auch eine Bestimmung weiterer kinetischer Parameter er-
lauben, mit denen dann eine genauere quantitative Analyse eines 6-Zustandsmodells f¨ ur138 Diskussion
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Abbildung 5.11: Zustandsverteilung im 6-Zustandsmodell des Ba2+-Ca2+-Austauschs
Die Zustandsverteilung wurde f¨ ur zwei verschiedene Membranpotentiale (-100 und +100 mV) bei
0.1 µMC a 2+ intrazellul¨ ar (A und B) und bei 1 µMC a 2+ intrazellul¨ ar (C und D) vor einem Ca2+-
Konzentrationssprung (Zeitpunkt t=0 ms) auf 100 µM simuliert (siehe hierzu auch Abb. 5.12).
den Ca2+-Translokationszweig m¨ oglich w¨ are.5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 139
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Abbildung 5.12: Simulation des vorstation¨ aren Stromsignals im Ba2+-Ca2+-Austausch mit
dem 6-Zustandsmodell
Zur Simulation wurde von einer intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 0.1 µM (A, C, E) bzw. 1 µMC a 2+
vor einem Ca2+-Konzentrationssprung auf 100 µM bei Membranpotentialen zwischen -100 und +100 mV
ausgegangen. Deutlich zu erkennen ist die Umkehr der Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms bei
der h¨ oheren intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration vor dem Konzentrationssprung (A vs. B), w¨ ahrend die
Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls unbeeinﬂusst sind (C vs. D). Die h¨ ohere intrazellul¨ are Ca2+-
Konzentration f¨ uhrt letzlich zu einer Zunahme der verschobenen Ladung bei depolarisierenden Membran-
potentialen (F).140 Diskussion
Simulation der Spannungssprungexperimente
Da die von Hilgemann (1996) gezeigten Spannungssprungexperimente nicht eindeutig
im Experiment reproduziert werden konnten, sollten sie dennoch sowohl mit dem 5-
Zustandsmodell als auch mit 6-Zustandsmodell f¨ ur die Ca2+-Translokation simuliert wer-
den. Hierzu wurden die Parameter gem¨ aß Fit Nr. 2, Tabelle 5.2 bzw. Tabelle 5.3 gew¨ ahlt.
Dabei wurde von einer intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 2 µM und von einer extra-
zellul¨ aren Konzentration von 1 mM ausgegangen, den Versuchsbedingungen Hilgemanns.
Die Simulation eines Spannungssprungexperiments ist in Abbildung 5.13 zu sehen. So-
wohl mit dem 5-Zustands- als auch mit dem 6-Zustandsmodell ergibt sich ein sehr schnell
abklingendes transientes Stromsignal (A und B). Eine Anpassung des Signalabfalls mit 2
bzw. 3 Exponentialfunktionen liefert die aus dem Ca2+-Konzentrationssprungexperiment
bekannten Zeitkonstanten (bzw. die korrespondierenden Geschwindigkeitskonstanten, sie-
he E und F). Allerdings ist auch eine Anpassung mit nur einer bzw. zwei Exponential-
funktionen sehr gut, da die Amplituden der langsameren Phasen deutlich unter 5% der
schnellen Phase (entspricht dem Signalanstieg im Konzentrationssprungexperiment) lie-
gen. Im realen Experiment w¨ aren sie daher mit großer Wahrscheinlichkeit nicht zu sehen,
da sie im Signalrauschen untergehen w¨ urden. Dies erkl¨ art m¨ oglicherweise auch die schwie-
rige Reproduzierbarkeit der Daten Hilgemanns, da er direkt die Ladungsverschiebung mit
Hilfe eines umgebauten Verst¨ arkers gemessen hat: Im integrierten Stromsignal (siehe C
bzw. D) ist die langsame Phase deutlich besser zu erkennen. Ein direkter Vergleich mit
den von Hilgemann publizierten Abbildungen spricht eher f¨ ur das 6-Zustandsmodell, da
hier die langsame Phase ausgepr¨ agter ist. Allerdings ist die schnelle Phase immer noch
zu stark vertreten und die Geschwindigkeitskonstanten der langsamen Phasen (siehe E
bzw. F) mit beiden Modellen zeigen eine zu schwach ausgepr¨ agte Spannungsabh¨ angigkeit
im Vergleich zu Hilgemann (1996). Dies best¨ atigt auch die Ladungsverschiebung (siehe G
bzw. H): Eine Anpassung mit einer Boltzmann-Funktion
Q = Qmin +( Qmax − Qmin)/

1+e((U−U0)· αzF
RT )

liefert nur ein α von 0.13 bzw. 0.15 im Vergleich zu 0.24 gem¨ aß Hilgemann (1996). Auch
hier k¨ onnte eine genauere Untersuchung des Ca2+-Ca2+-Austauschs durch Konzentrati-
onssprungexperimente auf der extrazellul¨ aren Seite weitere Aufschl¨ usse liefern, da m¨ ogli-
cherweise die Spannungsabh¨ angigkeit des postulierten Okklusionsschrittes auf der extra-
zellul¨ aren Seite von Bedeutung ist.5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 141
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Abbildung 5.13: Simulation der Spannungssprungexperimente im Ca2+-Ca2+-Austausch
Zur Simulation wurde sowohl das 5-Zustandsmodell (A, C, E, G) als auch das 6-Zustandsmodell (B, D,
F, H) herangezogen. Als Parameter wurden 2 µMC a 2+ intrazellul¨ ar und 1 mM extrazellul¨ ar gew¨ ahlt,
um einen Vergleich mit den Ergebnissen von Hilgemann (1996) zu erm¨ oglichen. Weiteres siehe Text.142 Diskussion
Simulation des Na+-Ca2+-Austauschs
Zur Simulation des Na+-Ca2+-Austauschs wurde das in Abbildung 5.14 dargestellte kon-
sekutive Reaktionsschema mit 5 bzw. 6 Zust¨ anden f¨ ur den Ca2+-Translokationszweig zu
Grunde gelegt. Fasst man die 3 Na+-Bindungs- und Dissoziationszust¨ ande zur Vereinfa-
chung in je einen Zustand zusammen, so ergibt sich ein 7- bzw. 8-Zustandsmodell. Durch
die im Experiment gew¨ ahlten zero-trans-Bedingungen k¨ onnen die jeweiligen R¨ uckraten
vernachl¨ assigt werden, so dass sich ein zyklisches Reaktionsschema ohne R¨ uckraten er-
gibt. Dies erleichtert die Analyse des Schemas, nach dem wieder ein System gekoppelter
Abbildung 5.14: Reaktionsschema des Na+Ca2+-Reaktionszyklus
Es wird alternativ von f¨ unf bzw. sechs Zust¨ anden f¨ ur den Ca2+-Translokationszweig ausgegangen (siehe
Umrandung). Die drei Na+-Bindungs- und Dissoziationsschritte sind im Schema aus ¨ Ubersichtlichkeits-
gr¨ unden zu je einem Schritt zusammengefasst worden, sodass sich ein 7-Zustands- bzw. 8-Zustandsmodell
f¨ ur den vollen Zyklus ergibt. Die angenommenen elektrogenen Schritte sind mit einem * gekennzeichnet.
Diﬀerentialgleichungen aufgestellt wurde (siehe unten), das dann numerisch integriert und
die Simulationsparameter, so weit m¨ oglich, mittels eines least-square-Fit-Algorithmus an
experimentelle Daten angepasst wurden. F¨ ur den Ca2+-Translokationszweig wurden die
Raten gem¨ aß der Analyse in den vorangehenden Abschnitten vorgegeben. Zudem wurde
vereinfacht davon ausgegangen, dass die drei Na+-Bindungsstellen gleichwertig sind, so
dass von identischen Bindungs- bzw. Dissoziationsraten f¨ ur die Na+-Ionen ausgegangen
werden kann. Die Annahme nur eines einzelnen Translokationsschrittes zwischen Na+-
Bindung auf der extrazellul¨ aren Seite und Dissoziation auf der intrazellul¨ aren Seite stellt
ebenfalls eine vereinfachende Mindestanforderung an den Reaktionszyklus dar. Da der
Na+-Translokationszweig elektrogene Schritte enthalten muss (Niggli und Lederer, 1991a,
Hilgemann et al., 1991, Hilgemann und Ball, 1996), wurde bei den Simulationen von ei-
ner Elektrogenizit¨ at der extrazellul¨ aren Na+-Bindung und der Na+-Translokation ausge-
gangen. Eine Elektrogenizit¨ at der extrazellul¨ aren Na+-Bindung wird von Matsuoka und
Hilgemann (1992) favorisiert. Hierf¨ ur sprechen auch Kapazit¨ atsmessungen im Na+-Na+-
Austauschmodus (Hilgemann, 1996).5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 143
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dt
[E0]=−k01 · [Ca
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d
dt
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d
dt
[E4]=−3 · k
0
45 · e
−(
Ue0α45
2kT ) · [Na
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d
dt
[E6b]=−2 · k60 · [E6b]+3· k60 · [E6a]
d
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[E6c]=−k60 · [E6c]+2· k60 · [E6b]
Tabelle 5.4: Diﬀerentialgleichungssystem des Na+-Ca2+-Transportzyklus mit 5 Zust¨ anden
f¨ ur die Ca2+-Translokation und identischen Na+-Bindungs- und Dissoziationsschritten
F¨ ur das 6-Zustandsmodell des Ca2+-Translokationszweiges muss das Diﬀerentialgleichungssystem ent-
sprechend erweitert werden.
Zusammen mit einem (5-Zustandsmodell f¨ ur die Ca2+-Translokation) bzw. zwei (6-
Zustandsmodell) elektrogenen Schritten bei der Ca2+-Translokation muss der volle Zyklus
des Na+-Ca2+-Austauschs mindestens zwei bis vier elektrogene Schritte aufweisen. Da bei
einer St¨ ochiometrie von 1 Ca2+ :3N a + insgesamt eine Nettoladung verschoben wird,
muss die Randbedingung 
i =j
αij = 1 (5.11)
erf¨ ullt sein. αij stellt wieder den Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten des elektrogenen Teilschrit-
tes Ei → Ej dar. Das Stromsignal ergibt sich entsprechend als Summation der in den
einzelnen Teilschritten verschobenen Ladungen:
I =

i =j
αij · e0 · kij · [Ei] (5.12)
Trotz der Vorgabe der Parameter f¨ ur den Ca2+-Translokationszweig, und den oben
genannten Vereinfachungen ist das Diﬀerentialgleichungssystem immer noch ¨ uberparame-144 Diskussion
trisiert, sodass sich bei einem Multivariationsﬁt mit einer Anpassung an gemessene Strom-
signale bei drei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen und Membranpotentialen zun¨ achst
keine sinnvollen Resultate ergaben. Daher wurden weitere Parameter manuell vorgege-
ben, um so die Anzahl der freien Parameter zu veringern. Die so ermittelten Parameter
dienten dann als Startwerte f¨ ur weitere Anpassungen, da die Vorgabe geeigneter Start-
werte einen entscheidenden Einﬂuss auf die Konvergenz des Fit-Algorithmus und damit
die Qualit¨ at der least-square-Anpassung hatte. Als wichtiges Kriterium f¨ ur die Qualit¨ at
des Fits galt die Wiedergabe des Verh¨ altnis von Spitzenstrom zu station¨ arem Strom.
Dieses Verh¨ altnis wurde durch die experimentellen Stromsignale bei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationsspr¨ ungen, an die die least-square-Anpassung erfolgte, vorgegeben. Zudem
sollten die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des station¨ aren Stroms, des Spitzenstroms und
der Geschwindigkeitskonstanten m¨ oglichst gut reproduziert werden. Hierzu wurden die
gewonnenen Fitparameter zur Simulation von Stromsignalen bei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationen herangezogen und aus diesen die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des stati-
on¨ aren Stroms, des Spitzenstroms und der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls
des Stromtransienten nachtr¨ aglich ermittelt.
Die Kombination von least-square-Anpassung des simulierten Stromsignals zur Bestim-
mung der freien Parameter und manueller Vorgabe eines Teils der Parameter hat einige
wichtige Punkte ergeben, ohne die eine qualitative Simulation des Na+-Ca2+-Austauschs
sowohl mit dem 7-Zustandsmodell als auch mit dem 8-Zustandsmodell nur unbefriedigen-
de Resulte lieferte:
• Ein Festsetzen der Ca2+-Bindungsrate auf 2·109 M−1s−1 ergab in den Simulationen
auch bei niedrigen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen ein transientes Stromsignal und
widersprach damit den experimentellen Daten. Wurde die Bindungsrate nicht fest-
gehalten, ergab der least-square-Fit einen Wert von ≈ 108 M−1s−1 und entspricht
damit der aus den experimentellen Daten zum Na+-Ca2+-Austausch bestimmten
Gr¨ oßenordnung. Hier gilt es die im Vergleich zur Bindungsrate deutlich langsamere
Ca2+-Freisetzungsrate bei der DM-Nitrophen-Photolyse von mindestens 38000 s−1
(Ellis-Davies et al., 1996) zu ber¨ ucksichtigen, die ratenlimitierend f¨ ur die Ca2+-
Bindung wirkt. Eine Ca2+-Bindungsrate < 108 M−1s−1 hatte auf der anderen Seite
einen zu langsamen Anstieg des simulierten vorstation¨ aren Stromsignals zur Folge.
• Die Na+-Bindung muss ebenfalls mindestens 108 M−1s−1 betragen, wie eine least-
square-Anpassung ergeben hat. Dies ist durchaus sinnvoll, da auch die Na+-Bindung
diﬀusionskontrolliert sein sollte. Ein manuelles Festsetzen auf eine deutlich niedrige-
re Rate ergab nur unzul¨ angliche Simulationsresultate. Die Na+-Bindungsrate wurde
daher auf 2 · 109 M−1s−1 festgesetzt.
• Eine stark geschwindigkeitsbestimmende Na+-Translokationsrate   1000 s−1 f¨ uhrte
zu einem deutlichen multiexponentiellen Signalabfall. Eine Rate in der Gr¨ oßenord-
nung ≥ 10000 s−1 hatte dagegen ein zu schwach ausgepr¨ agtes transientes Signal bei
hohen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen zur Folge. Bei freier Variation des Parameters
(statt fester Vorgabe) hat der least-square-Fit erwartungsgemaß eine Gr¨ oßenord-
n u n gv o n2 0 0 0s −1 f¨ ur die Na+-Translokation ergeben.5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 145
• Die Elektrogenizit¨ at des Na+-Translokationszweiges darf nicht alleine im Na+-Trans-
lokationsschritt liegen, da bei den gegebenen Parametern die Simulationen sonst zum
Teil Oszillationen im Signal gezeigt haben bzw. der station¨ are Strom eine zu starke
Spannungsabh¨ angigkeit im Vergleich zum Spitzenstrom aufgewiesen hat. Hier zeig-
te sich insbesondere die Problematik der ¨ Uberparametrisierung. Eine geeignetere
Vorgabe einiger Parameter k¨ onnte durchaus bessere Ergebnisse zur Folge gehabt
haben.
• Eine Rate in der Gr¨ oßenordnung von 100 s−1 als feste Vorgabe f¨ ur den zus¨ atz-
lichen okkludierten Zustand im 6-Zustandsmodell des Ca2+-Translokationszweigs
hatte auch bei der Simulation niedriger Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge ein transi-
entes Signal zur Folge. Zudem zeigte der station¨ are Strom keine Ca2+-Abh¨ angig-
keit mehr, sodass von einer Rate von ≥ 1000 s−1 ausgegangen werden kann. Dies
stimmt mit dem qualitativ abgesch¨ atzten Wert von 1000 s−1 f¨ ur die Rate k34 des
6-Zustandsmodell des Ca2+-Ca2+-Austauschs ¨ uberein (siehe Tabelle 5.3).
Eine ¨ Ubersicht ¨ uber die Simulationsparameter bei unterschiedlicher Verteilung der
Spannungsabh¨ angigkeit auf den Ca2+-Translokationszweig bzw. den Na+-Translokations-
zweig ist in Tabelle 5.5 zusammengefasst. Neben den Simulationsparametern sind auch die
sich aus diesen ergebenden Werte f¨ ur die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des Spitzenstroms,
des station¨ aren Stroms und der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ sowie die Dielektrizit¨ ats-
koeﬃzienten als Maß f¨ ur die Spannungsabh¨ angigkeit des Spitzenstroms und des stati-
on¨ aren Stroms aufgef¨ uhrt. Diese wurden ¨ uber eine Auswertung eines mit den jeweiligen
Parametern erstellten Satzes simulierter Stromsignale bei Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen
auf 5 bzw. 150 µM und Membranpotentialen zwischen -100 und +100 mV ermittelt.
Abbildung 5.15A bis F zeigt ein solches simuliertes Stromsignal bei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationsspr¨ ungen und Membranpotentialen mit den zugeh¨ origen Auswertungen.
Als Parameter wurden die Werte aus Tabelle 5.5, Simulation Nr. 6 genommen. Insgesamt
spiegeln die Simulationen nicht vollst¨ andig die experimentellen Daten wieder. Dies betriﬀt
insbesondere die Spannungsabh¨ angigkeit des Signalabfalls des transienten Stromsignals:
Alle Simulationen zeigen hier eine leichte Spannungsabh¨ angigkeit, die in den eigenen ex-
perimentellen Daten nicht gesehen wurde. Da diese Spannungsabh¨ angigkeit in erster Linie
auf die Elektrogenizit¨ at der Na+-Translokation zur¨ uckzuf¨ uhren ist, deutet dies eventuell
auf weitere nicht-elektrogene, ratenlimierende Schritte im Na+-Translokationszweig hin.
Allerdings bleibt anzumerken, dass bei Messungen am nativen Austauscher in Cardio-
myozytenmembranen eine Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten gese-
hen wurde (Kappl et al., 2001), die jedoch bei den Messungen am heterolog in Oozyten
exprimierten Austauscher nicht reproduziert werden konnte.
Die apparenten Ca2+-Aﬃnit¨ aten des station¨ aren Stroms, des Spitzenstroms und der
Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls werden nur von den Simulationen 4 und 6
zufriedendstellend widergespiegelt: W¨ ahrend der KCa2+
M -Wert des station¨ aren Stroms in
allen Simulationen bei ca. 7 µM liegt und damit den experimentellen Daten (5.6±0.4 µM)
entspricht, zeigen nur die Simulationen 4 und 6 ann¨ ahernd die richtige Gr¨ oßenordnung der
KM-Werte des Spitzenstroms (19.4 bzw. 17.6 µM) und der Geschwindigkeitskonstanten146 Diskussion
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Tabelle 5.5: Simulationsparameter des Na+-Ca2+-Austauschs
Simulationen 1 und 2: 7-Zustandsmodell (Ca2+-Translokation mit 5 Zust¨ anden), Simulationen 3 bis 6:
8-Zustandsmodell (Ca2+-Translokation mit 6 Zust¨ anden)
Anmerkung: Die Werte f¨ ur die Na+-Bindung und zugeh¨ origem Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten α sowie f¨ ur die Na+-Dissoziation
gelten f¨ ur ein einzelnes Na+-Ion. Da von identischen Na+-Bindungsstellen ausgegangen wird, werden sie im Text zu jeweils
einem einzelnen Zustand zusammengefasst, sodass sich ein 7-Zustands- bzw. 8-Zustandsmodell ergibt.5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 147
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Abbildung 5.15: Simulation des vorstation¨ aren Stromsignals im Na+-Ca2+-Austausch mit
dem 8-Zustandsmodell
Zur Simulation wurde von einer intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentration von 0.3 µM vor dem Ca2+-
Konzentrationssprung ausgegangen.
A Simuliertes vorstation¨ ares Stromsignal bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen.
B Simulierte Spannungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stromsignals bei einem Ca2+-Konzentrations-
sprung auf 150 µMC a 2+. Das Verh¨ altnis von Spitzenstrom zu station¨ arem Strom wird im Vergleich zu
den experimentellen Daten nur unbefriedigend reproduziert.
Cb i sESimulierte Ca2+-Abh¨ angigkeit des station¨ aren Stroms, Spitzenstroms und der Geschwindigkeits-
konstanten 1/τAbfall bei einem Membranpotential von 0 mV.
F Zustandsverteilung bei einem simulierten Ca2+-Konzentrationssprung auf 100 µM (Zeitpunkt t=0) bei
einem Membranpotential von 0 mV. Die je drei Na+-Bindungs- und Dissoziationszust¨ ande wurden in
jeweils einem Zustand [E6] bzw. [E7] zusammengefasst.148 Diskussion
(76.9 bzw. 53.4 µM). Diese Werte liegen aber immer noch ca. 30% unter den experimentell
ermittelten Werten von 30.9 ± 3.0 bzw. 98.5 ± 21.3 µMC a 2+ f¨ ur die Ca2+-Aﬃnit¨ at des
Spitzenstroms bzw. der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls. Durch diese Ab-
weichung wird das in den experimentellen Daten gesehene Verh¨ altnis von Spitzenstrom
zu station¨ arem Strom daher nicht ganz korrekt wiedergegeben. Gleiches gilt f¨ ur die Ca2+-
Abh¨ angigkeit der Geschwindigkeitskonstanten 1/τ des Signalabfalls.
Die Spannungsabh¨ angigkeit des station¨ aren Stroms wird mit Ausnahme von Simula-
tion 1 und 3 von allen Simulationen annehmbar wiedergegeben, w¨ ahrend die Spannungs-
abh¨ angigkeit des Spitzenstroms zu schwach ausgepr¨ agt ist. Dies zeigen die zugeh¨ origen
Dielektrizit¨ atskoeﬃzienten αstat.Strom (0.41-0.52 bei 150 µMC a 2+in den Simulationen,
0.41 ± 0.05 bei ≈ 164 µMC a 2+ in experimentellen Daten) bzw. αSpitzenstrom (0.18-0.28
bei 150 µMC a 2+in den Simulationen, 0.34 ± 0.03 bei ≈ 164 µMC a 2+ in experimentel-
len Daten). Dadurch ergibt sich abh¨ angig vom Membranpotential eine Verschiebung des
Verh¨ altnisses von Spitzenstrom zum station¨ aren Strom (vgl. Abb. 5.15B), die zu einer
inad¨ aquaten Wiedergabe der Spannungsabh¨ angigkeit der experimentellen Daten f¨ uhrt.
Bei den Abweichungen der Simulationen von den experimentellen Daten bleibt zu
ber¨ ucksichtigen, dass es sich nur um qualitative Simulationen handelt. F¨ ur eine genaue
quantitave Analyse hat das Diﬀerentialgleichungssystem zuviele Parameter, um eine ex-
aktere Aussage ¨ uber die Gr¨ oßenordnung der Raten treﬀen zu k¨ onnen. Zudem w¨ urden
mehr Na+-Translokationsschritte als der eine angenommene einzelne Schritt die Situation
m¨ oglicherweise grunds¨ atzlich ¨ andern. Insofern reproduzieren die Simulationen 4 und 5
durchaus noch zufriedenstellend die experimentell gewonnenen Daten.
Eine Simulation des vorstation¨ aren Stromsignals nach einem intrazellul¨ aren Ca2+-
Konzentrationssprung im Na+-Ca2+-Austauschmodus wurde bereits von Kappl (1997)
vorgenommen. Aufgrund der zu dem Zeitpunkt inkompletten Daten zur Ca2+- und Span-
nungsabh¨ angigkeit des vorstation¨ aren Stroms im Ca2+-Ca2+-Austauschmodus hat Kappl
allerdings nur ein 4-Zustandsmodell f¨ ur den Ca2+-Translokationszweig zugrunde gelegt.
Ein solches 4-Zustandsmodell ist mit jetzt vorliegenden Daten nicht mehr plausibel. Ein
Vergleich der ermittelten Parametern ist aber denoch interessant: So hat Kappl f¨ ur die
Ca2+-Bindung eine Rate von 1.3 · 108 s−1 ermittelt, ein Wert der gut mit dem hier
bestimmten Wert ¨ ubereinstimmt. Die elektrogene Ca2+-Translokation hat Kappl zu ca.
1300 s−1 bestimmt, ein Wert der deutlich vom hier vorgeschlagenen Wert von mindestens
16000 s−1 abweicht. Allerdings hat Kappl mit dem 4-Zustansmodell auch keine okkludie-
renden Zust¨ ande ber¨ ucksichtigt. Nimmt man die f¨ ur den extrazellul¨ aren Okklusionschritt
vorgeschlagene Rate von 1600 s−1, die ratenlimitierend wirkt, so erkl¨ art diese m¨ oglicher-
weise die deutliche Abweichung der Ca2+-Translokationsraten. Kappl geht zudem von ei-
nem der Ca2+-Translokation nachfolgenden geschwindigkeitsbestimmenden Schritt (Na+-
Bindung bzw. -Translokation) von nur maximal 150 s−1 aus. Eine solche niedrige Rate ist
mit den hier durchgef¨ uhrten Simulationen nicht kompatibel, da ein Festsetzen der Na+-
Translokationsrate auf Werte  1000 s−1 keine zufriedenstellenden Simulationsresultate
ergab.
Zus¨ atzlich ist in der Tabelle 5.5 in der letzten Spalte die Turnover-Rate bei 0 mM Na+
und 100 µMC a 2+ intrazellul¨ ar aufgef¨ uhrt, die sich aus den in den Simulationen ermittelten5.2. Der heterolog exprimierte Na+-Ca2+-Austauscher NCX1 149
Parametern ¨ uber die Gleichung
kTurnover =

i =j kij
−1
−1
ergibt. Sie liegt bei der Simulation mit dem 7-Zustandsmodell bei ca. 1100 s−1 und bei
der Simulation mit dem 8-Zustandsmodell bei ca. 750 s−1, insgesamt also in der Gr¨ oßen-
ordnung von 1000 s−1 (bei Raumtemperatur). Dieser Wert stimmt mit Literaturwerten
von einigen 1000 s−1 (bei physiologischer Temperatur) recht gut ¨ uberein (Hilgemann et
al., 1991, Niggli und Lederer, 1991, Hilgemann, 1996, Kappl und Hartung, 1996b, Baazov
et al., 1999). Die Turnover-Rate des Na+-Ca2+-Austauschers liegt damit deutlich h¨ oher
als z.B. bei der Na+-K+-ATPase mit ca. 200 s−1 (Friedrich et al., 1996).
5.2.6 Abschließende Bemerkungen
Bedingt durch die Komplexit¨ at der Kinetik des Na+-Ca2+-Austauschers lassen sich die
einzelnen Parameter der vorgeschlagenen Reaktionsschemas und die sich daraus erge-
bende Turnover-Rate im Na+-Ca2+-Austausch nicht eindeutig bestimmen. Die Ca2+-
Konzentrationssprungexperimente mittels Photolyse von DM-Nitrophen haben aber so-
wohl im Ca2+-Ca2+-Austausch (inklusive Ba2+-Ca2+-Austausch) als auch im Na+-Ca2+-
Austausch neue Einsichten in die molekularen Prozesse geliefert. Dies betriﬀt insbesondere
den Ca2+-Translokationszweig des Reaktionszyklusses: Die Ca2+-Bindung auf der intrazel-
lul¨ aren Seite muss demnach nicht-elektrogen und schnell (wahrscheinlich diﬀusionskontro-
liert) sein, gefolgt von einem ratenlimitierenden (≈10000 s−1), ebenfalls nicht-elektrogenen
Reaktionsschritt, der eine starke Asymmetrie bez¨ uglich der Reaktionsraten aufweist. Der
nachfolgende, elektrogene Ca2+-Translokationsschritt muss dagegen sehr schnell verlaufen
(≈20000 s−1). Zu einem ¨ ahnlichen Schluss sind Kappl et al. (2001) gekommen. Mit der hier
vorliegenden vollst¨ andigen Ca2+-Abh¨ angigkeit und Spannungsabh¨ angigkeit des transien-
ten Stromsignals im Ca2+-Ca2+- und Na+-Ca2+-Austauschs konnten jedoch detailliertere
Aussagen getroﬀen werden. Eine spannungsunabh¨ angige Ca2+-Bindung ist zwar im Wi-
derspruch zu vorgeschlagenen Modellen von Matsuoka und Hilgemann (1992), aber nur
mit dieser Spannungsunabh¨ angigkeit l¨ asst sich das S¨ attigungsverhalten des Spitzenstroms
und der Geschwindigkeitskonstanten bei hohen Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen verstehen.
Die Ba2+-Ca2+-Austauschexperimente deuten darauf hin, dass diesem schnellen, elek-
trogenen Schritt vermutlich ein weiterer, aber deutlich langsamerer Reaktionsschritt folgt.
Nur so ist die zus¨ atzliche Phase im Abklingen des transienten Stromsignals zu erkl¨ aren,
sofern man von einer schnellen Ca2+- bzw. Ba2+-Bindung auf der extrazellul¨ aren Seite aus-
geht: Durch den Ba2+-Transport muss eine der schnellen, elektrogen Ca2+-Translokation
nachfolgende Reaktion geschwindigkeitsbestimmend werden. Dies k¨ onnte eine verlangsam-
te Konformations¨ anderung bei der extrazellul¨ aren Ba2+-Okklusion sein, die unter Ca2+-
Ca2+-Transportbedingungen schnell und damit bisher nicht sichtbar verl¨ auft.
Eine schnelle, diﬀusionskontrollierte Ca2+-Bindung wurde von L¨ auger (1987) vorge-
schlagen, sodass ein Okklusionszustand sowohl auf der intrazellul¨ aren als auch auf der
extrazellul¨ aren wahrscheinlich ist. Ein sich damit ergebendes 6-Zustandsmodell f¨ ur den
Ca2+-Translokationszweig ist ¨ ubereinstimmend mit Modellen von Matsuoka und Hilge-
mann (1992). Allerdings gibt es auch hier wieder Widerspr¨ uche: Matsuoka und Hilgemann150 Diskussion
gehen von einer spannungsabh¨ angigen intrazellul¨ aren Okklusion und einer spannungsu-
nabh¨ angigen extrazellul¨ aren Ca2+-Okklusion aus, w¨ ahrend die hier vorliegenden Daten
eher f¨ ur eine entgegengesetzte Elektrogenizit¨ at sprechen. Insbesondere die beim Ba2+-
Ca2+-Austauch im Vergleich zum Ca2+-Ca2+-Austausch beobachtete große Ladungsver-
schiebung deutet auf eine elektrogene extrazellul¨ are Ca2+-Okklusion hin.
Der elektrogene Na+-Translokationsschritt muss im Vergleich zum Ca2+-Translokati-
onsschritt dagegen deutlich langsamer verlaufen und in der Gr¨ oßenordnung ≈2000 s−1
liegen. Deutlich andere Werte ließen keine vern¨ unftige Simulation zu, sofern das Reak-
tionschema nicht weitere Reaktionsschritte aufweist, die aus Simplizit¨ atsgr¨ unden hier
nicht ber¨ ucksichtigt werden konnten. So gehen Omelchenko und Hryshko (1996) ne-
ben extra- und intrazellul¨ aren Ca2+-Okklusionszust¨ anden auch von entsprechenden Na+-
Okklusionszust¨ anden aus. Neben einer elektrogen Na+-Translokation (Niggli und Lede-
rer, 1991, Hilgemann et al., 1991, Matsuoka und Hilgemann, 1992) wurde auch von einer
elektrogen, extrazellul¨ aren Na+-Bindung ausgegangen, auf die insbesondere Kapazit¨ ats-
messungen im Na+-Na+-Austauschmodus hindeuten (Hilgemann, 1996).
Damit ergibt sich eine Turnover-Rate f¨ ur den einw¨ artsgerichteten Na+-Ca2+-Austausch
von ≈1000 s−1 (bei Raumtemperatur), die mit ¨ uber andere Messmethoden bestimmten
Werten in der Literatur ¨ ubereinstimmt (Hilgemann et al., 1991, Niggli und Lederer, 1991,
Hilgemann, 1996, Kappl und Hartung, 1996b, Baazov et al., 1999).
Insgesamt l¨ asst sich festhalten, dass die heterologe Expression des Na+-Ca2+-Austau-
schers in Xenopus Oozyten in Kombination mit Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen durch Pho-
tolyse von DM-Nitrophen eine gute M¨ oglichkeit darstellt, um detaillierte kinetische Da-
ten zu bekommen. Insbesondere das bessere Signal-Rausch-Verh¨ altnis gegen¨ uber Patch-
Clamp-Messungen an Cardio-Myocyten-Membranen stellt einen großen Vorteil dar. Bei
den Messungen konnten die aus den Messungen am nativen Protein bekannten Details
weitestgehend reproduziert bzw. vertieft werden. Dies betriﬀt insbesondere das vorstati-
on¨ are Stromsignal im Ca2+-Ca2+- und Na+-Ca2+-Austausch, dass das gleiche Verhalten
gezeigt hat wie bei Messungen am nativen Protein (Powell et al., 1993, Kappl und Har-
tung, 1996a,b). Ungekl¨ art ist dagegen die Abweichung bez¨ uglich der Spannungsabh¨ angig-
keit der Geschwindigkeitskonstanten des Signalabfalls im Na+-Ca2+-Austauschmodus: Die
von Kappl et al. (2001) beobachtete Spannungsabh¨ angigkeit konnte nicht reproduziert
werden. Gleiches gilt f¨ ur die Spannungssprungexperimente Ca2+-Ca2+-Austauschmodus
(Hilgemann, 1996, He, 1998), die auf eine Spannungsabh¨ angigkeit der Geschwindigkeits-
konstanten auch im Ca2+-Ca2+-Austausch hindeuten, aber nicht mit den Resultaten aus
den Photolysemessungen ¨ ubereinstimmen.
Um eine detailliertere Aussage ¨ uber die Raten treﬀen zu k¨ onnen, w¨ urden sich Ca2+-
Konzentrationssprungexperimente auf der extrazellul¨ aren Seite anbieten. Diese k¨ onnten
neue Hinweise zu den Reaktionsschritten auf der extrazellul¨ aren Seite liefern, und so eine
gezieltere Analyse sowohl des Ca2+-Ca2+-Austauschs als auch des Na+-Ca2+-Austauschs
erlauben. Hierf¨ ur w¨ urden sich S¨ augerzellen als Expressionssystem anbieten, da diese in
der Ganzzellkonﬁguration einen Zugang zur extrazellul¨ aren Seite erlauben und sich zu-
dem als sehr stabil bei Laserpulsphotolyseexperimenten erwiesen haben (Grewer, 1999,
Watzke, 2001).Zusammenfassung 151
Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde die Kinetik von zwei Ca2+-aktivierten Membranproteinen unter-
sucht: zum einen des endogenen Ca2+-aktivierten Chloridkanals der Xenopus-Oozyten-
membran, zum anderen des heterolog in Oozyten exprimierten Na+-Ca2+-Austauschers
NCX1, kloniert aus dem Meerschweinchen-Herzen.
Der Ca2+-aktivierte Chloridkanal wird durch intrazellul¨ ares Ca2+ im submikromolaren
Konzentrationsbereich (KD =0 .5 µMC a 2+) aktiviert und hat eine hohe Permeabilit¨ at f¨ ur
Chloridionen. In der ausgereiften Eizelle spielt er eine wichtige Rolle bei der Ausbildung
des Fertilisationspotentials und verhindert durch eine Depolarisation der Membran eine
Polyspermie.
Der Na+-Ca2+-Austauscher ist in der Herzmuskelzelle f¨ ur die Ausbildung des Exzita-
tions-Kontraktions-Zyklus von Bedeutung, indem er f¨ ur die Aufrechterhaltung des Ca2+-
Gradienten (freies Ca2+ intrazellul¨ ar ≈100 nm, extrazellul¨ ar ≈2 mM) ¨ uber die Plasma-
membran verantwortlich ist. Unter physiologischen Bedingungen transportiert der Na+-
Ca2+-Austauscher ein Ca2+-Ion im Austausch gegen drei Na+-Ionen aus der Zelle hinaus,
und nutzt somit den Na+-Gradienten neben dem Membranpotential als treibende Kraft.
Als Messmethode wurde die Patch-Clamp-Technik in der ”inside-out-Makro-Patch-
Konﬁguration verwendet. Die Patch-Clamp-Technik erlaubt deﬁnierte ionale Bedingun-
gen auf beiden Seiten der Membran. Cytoplasmatische Ca2+-Konzentrationsspr¨ unge wur-
den zum einen durch L¨ osungswechsel, insbesondere aber durch die Photolyse von DM-
Nitrophen, einem photolabilen Ca2+-Chelator, hervorgerufen. Die Photolyse von DM-
Nitrophen erlaubte, im Vergleich zum L¨ osungswechsel, sehr schnelle Ca2+- Konzentrati-
onsspr¨ unge (Ca2+-Freisetzungsrate mindestens 38000 s−1).
Die kinetischen Untersuchungen am Ca2+-aktivierten Chloridkanal haben neue, ¨ uber
bisherige aus dem L¨ osungswechselexperiment bekannte hinausgehende, Erkenntnisse erge-
ben: Nach einem schnellen Ca2+-Konzentrationssprung geht dem Signalanstieg auf einen
station¨ aren Wert eine deutlich schnellere Verz¨ ogerungsphase (”lag-phase“) voraus. Sowohl
der Signalanstieg als auch die Verz¨ ogerungsphase zeigen eine starke Ca2+-Abh¨ angigkeit,
sind aber nur sehr schwach spannungsabh¨ angig. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Signalanstieg den spannungsabh¨ angigen Ca2+-Bindungs-/Dissoziationsschritt von min-
destens zwei Ca2+-Ionen widerspiegelt, w¨ ahrend das spannungsunabh¨ angige Kanal¨ oﬀnen/
-Schließen durch die Verz¨ ogerungsphase repr¨ asentiert wird. Bei Spannungssprungexperi-
menten mit hoher Zeitauﬂ¨ osung konnte eine schnelle Inaktivierung nach einer Depola-
risation der Membran gesehen werden, die in Gegenwart von s¨ attigenden intrazellul¨ aren
Ca2+-Konzentrationen zu einer Einw¨ artsgleichrichtung der Strom-Spannungskennlinie des
station¨ aren Stroms f¨ uhrt. Mit diesen Erkenntnissen konnte ein Reaktionsmodell f¨ ur den152 Zusammenfassung
Ca2+-aktivierten Chloridkanal aufgestellt werden, mit dem sich die experimentellen Daten
simulieren ließen.
Die heterologe Expression des Na+-Ca2+-Austauschers in Oozyten hat zu einem deut-
lich verbesserten Signal-Rausch-Verh¨ altnis im Vergleich zu fr¨ uheren Messungen am na-
tiven Austauscher in Cardio-Myocyten-Membranen gef¨ uhrt. Mit Hilfe der Photolyse von
DM-Nitrophen konnte erstmals eine vollst¨ andige Ca2+- und Spannungsabh¨ angigkeit des
vorstation¨ aren Einw¨ artsstroms, hervorgerufen durch einen cytoplasmatischen Ca2+-Kon-
zentrationssprung, durchgef¨ uhrt werden. Sowohl im Ca2+-Ca2+- als auch im Na+-Ca2+-
Austauschmodus zeigt sich ein transientes Einw¨ artsstromsignal (Anstieg messtechnisch
nicht auﬂ¨ osbar), das sehr schnell relaxiert. Im Ca2+-Ca2+-Austauschmodus zeigt sich
nur ein transientes Stromsignal (kein Nettoladungstransport im station¨ aren Zustand),
w¨ a h r e n di mN a +-Ca2+-Austausch sich ein station¨ arer Einw¨ artsstrom einstellt.
Das transiente Stromsignal hat eine deutliche Ca2+-Abh¨ angigkeit sowohl f¨ ur den Spit-
zenstrom (KM =3 0 .9 ± 3.0 µMi mN a +-Ca2+-Austausch, KM =5 7± 10 µMi mC a 2+-
Ca2+-Austausch) als auch f¨ ur die Geschwindigkeitskonstante 1/τ des Signalabfalls (KM =
98.5 ± 21.3 µMi mN a +-Ca2+-Austausch, KM =7 6± 11 µMi mC a 2+-Ca2+-Austausch)
gezeigt. Die Relaxation des Stromtransienten erfolgt sowohl im Ca2+-Ca2+- als auch im
Na+-Ca2+-Austausch mit einer maximalen Geschwindigkeitskonstanten von ≈ 10000 s−1
nach s¨ attigenden Ca2+-Konzentrationsspr¨ ungen. Der Signalabfall hat sich ¨ uber den gesam-
ten untersuchten Ca2+-Konzentrationsbereich als spannungsunabh¨ angig herausgestellt,
w¨ ahrend der Spitzenstrom bei positiven Membranpotentialen deutlich abnimmt. Dies
f¨ uhrt zu einer Spannungsabh¨ angigkeit der verschobenen Ladung (Integral des transienten
Stromsignals) im Ca2+-Ca2+-Austausch. Aus diesen Erkenntnissen konnte f¨ ur den Ca2+-
Translokationszweig (im Rahmen eines konsekutiven Transportmodells) folgendes Re-
aktionsschema aufgestellt werden: Einem spannungsunabh¨ angigen, sehr schnellen Ca2+-
Bindungs/-Dissoziationsschritt (diﬀusionskontrolliert) auf der intrazellul¨ aren Membran-
seite folgt ein ebenfalls spannungsunabh¨ angiger, aber ratenlimitierender Schritt (intrazel-
lul¨ arer Okklusionsschritt, asymmetrische Raten: 10000 vs. 1000 s−1). Der nachfolgende
Ca2+-Translokationschritt muss sehr hohe Hin- und R¨ uckraten aufweisen (≈ 20000 s−1).
Die Ca2+-Dissoziation/-Bindung auf der extrazellul¨ aren wird als sehr schnell (diﬀusions-
kontrolliert) und spannungsunabh¨ angig angenommen. Weitergehende Einblicke haben der
Sr2+-Ca2+- und der Ba2+-Ca2+-Austausch geliefert. W¨ ahrend der Sr2+-Ca2+-Austausch
nahezu das gleiche Verhalten wie der Ca2+-Ca2+-Austausch gezeigt hat, konnte nach ei-
nem intrazellul¨ aren Ca2+-Konzentrationssprung im Ba2+-Ca2+-Austausch erstmals eine
zus¨ atzliche langsame Phase im Abklingen des transienten Einw¨ artsstromsignals beobach-
tet werden. Das transiente Signal hat im Vergleich zum Ca2+-Ca2+-Austausch eine signiﬁ-
kant h¨ ohere Ladungsverschiebung aufgewiesen. Dies deutet auf einen zus¨ atzlichen elektro-
genen Reaktionsschritt hin (extrazellul¨ are Ca2+-Okklusion). Weitere elektrogene Schritte
m¨ ussen im Na+-Translokationszweig (Na+-Bindungs- und Na+-Translokationsschritt) lie-
gen. Mit den aus diesen Erkenntnissen aufgestellten Reaktionsschemata ließen sich die
experimentellen Daten erfolgreich simulieren. Die Gesamttransportrate im Na+-Ca2+-
Austausch liegt demnach bei ≈ 1000 s−1 bei Raumtemperatur und stimmt damit mit
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